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Abkürzungen für Aminosäuren und deren Derivate entsprechen den Empfehlungen der 
IUPAC-IUBMB Joint Commission on Biochemical Nomenclature (JCBN) und des 
Nomenclature Committee of the International Union of Biochemistry and Molecular 
Biology (NC-IUBMB)
1
 und werden im Drei- oder im Ein-Buchstaben-Code verwendet. 
Sofern nicht anders gekennzeichnet, besitzen alle Aminosäuren und ihre Derivate 
L-Konfiguration. Abkürzungen für chemische Verbindungen sind aus den einschlägigen 
Nachschlagewerken Methods of organic chemistry (Houben-Weyl), March’s Advanced 
organic chemistry und Greene’s Protective groups in organic synthesis übernommen. 





























FVIIa Faktor VIIa 




HAc  Essigsäure 
hArg homo-Arginin 
HAT human airway trypsin-like protease 




HPLC High Performance Liquid Chromatography 
HTS high-throughput screening, Hochdurchsatzscreening 
iNip Isonipecotinsäure 
kDa Kilodalton 
Ki Dissoziationskonstante des Enzym-Inhibitor-Komplexes 
Km Michaelis-Menten-Konstante 
M molar 

















PDB Protein data base 
PFU plaque forming units 
pH potentia Hydrogenii 
Pip Piperidin 
pKa negativer dekadischer Logarithmus der Säurekonstante 
pNA para-Nitroanilin 
ppm parts per million  
PyBOP Benzotriazol-1-yl-N-oxy-tris(pyrrolidino)phosphonium hexafluorophosphat 
Pyr Pyridyl 
Rf Retentionsfaktor (DC) 







TMPRSS2 transmembrane protease serine 2; Synonym: Epitheliasin 
TMS Trimethylsilan 
Tris Tris(hydroxymethyl)aminomethan 
TTSP-II Type II transmembrane serine protease 
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Eine Infektion mit Influenzaviren vom Typ A und B äußert sich gewöhnlich durch ein 
abrupt einsetzendes, schweres Krankheitsgefühl mit hohem Fieber, das bei jungen, ge-
sunden Erwachsenen bis zu zwei Wochen anhält. Wesentlich drastischere Verläufe sind 
bei alten Menschen oder Patienten mit Vorerkrankungen nicht ungewöhnlich (Zambon, 
2001). In jedem Herbst und Winter führen saisonale Ausbrüche allein in Deutschland zu 
mehr als 1.000 Toten, in der Grippesaison 1995/1996 wurden sogar über 31.000 Todes-
fälle verzeichnet (Steinmetzer, 2011). Auch Säugetiere und vor allem Vögel, erkranken 
an Influenza und bilden ein Reservoir für genetische Reassortierungen verschiedener 
Influenzastämme.  
Wesentlich bedrohlicher als die alljährlichen Ausbrüche sind die in regelmäßigen Ab-
ständen auftretenden Influenzapandemien, die ausschließlich von Influenza-A-Viren 
hervorgerufen werden (Klenk, 2011). Die letzte Pandemie in der Saison 2009/2010 
führte allein in Deutschland zu 250 Todesfällen und 7882 Krankenhauseinweisungen 
(Buda, 2010). Allerdings ist von einer wesentlich höheren Dunkelziffer auszugehen, da 
nicht alle Todesfälle immer eindeutig mit einer Infektion durch ein Influenzavirus in 
Verbindung gebracht werden. Weltweit führte diese Pandemie zu mindestens 16.813 
Toten (Taubenberger and Morens, 2010), wobei junge, gesunde Erwachsene am häu-
figsten betroffen waren. Die Ursache hierfür ist unklar (Buda, 2010). Eine kumulative 
Darstellung der weltweit registrierten Todesfälle, die eindeutig mit der Grippepandemie 
im Zeitraum von April 2009 bis März 2010 in Verbindung gebracht werden können, ist 
in Abbildung 1.1 dargestellt. 
Die Pandemie mit der bisher größten Zahl von Todesopfern war die sogenannte Span-
ische Grippe von 1918/1919. Sie forderte weltweit 50 bis 100 Millionen Todesopfer. 
Alle pandemischen Influenza-A-Viren, die derzeit auftreten, können auf dieses H1N1-
Virus zurückgeführt werden und sind Reassortanten aus Genen dieses Virus und ande-
ren Influenzaviren (Morens et al., 2009). Seit 1919 wurden vier weitere Pandemien ge-




1957 (H2N2), die Hongkong-Grippe von 1968 (H3N2), die russische Grippe von 1977 
(H1N1) und die bereits genannte Pandemie von 2009 (Taubenberger and Morens, 2010; 
Klenk et al., 2011). 
 
Abbildung 1.1 Zahl der weltweiten Todesfälle im Zeitraum von April 2009 bis März 2010, die eindeutig 
dem pandemischen Influenzavirus (H1N1) zugeordnet werden können. Kumulative Darstellung von März 
2010. Abbildung übernommen aus: Evolution of a pandemic A(H1N1) 2009, April 2009 – March 2010; 
WHO Switzerland.  
Die Influenza-Oberflächenproteine Hämagglutinin (H) und Neuraminidase (N) werden 
genetisch in Subgruppen unterteilt; zurzeit sind 16 Subtypen des Hämagglutinins (H1 
bis H16) und neun Subtypen der Neuraminidase bekannt (N1 bis N9). Zur eindeutigen 
Bezeichnung eines Virus werden die Subtypen hintereinander aufgeführt, wie z. B. In-
fluenza A (H1N1) für das pandemische Virus von 1918 (Taubenberger and Morens, 
2010). 
Neben Influenza A sind zwei weitere Gattungen dieses Virus bekannt. Influenza B tritt 
hauptsächlich bei Menschen, in seltenen Fällen auch bei Robben auf und ist nicht so 
ansteckend wie die Viren vom Typ A (Osterhaus et al., 2000). Das natürliche Reservoir 
des Influenza-C-Virus ist ebenfalls der Mensch, obwohl einzelne Virusstämme auch aus 
Schweinen isoliert wurden. Die Erkrankung, die eine Infektion mit Influenza-C-Viren 
hervorruft, ähnelt mehr einem gewöhnlichen grippalen Infekt und verläuft bei weitem 
nicht so drastisch (Zambon, 1999). Im Folgenden sollen die Influenzaviren vom Typ B 




Auch Tiere sind von Influenzainfektionen betroffen. Wildvögel überleben eine Influen-
zainfektion in der Regel asymptomatisch, während domestiziertes Geflügel eine hohe 
Sterblichkeit zeigt (Michaelis et al., 2009). Die hochpathogene Vogelgrippe trat 1997 
auf Geflügelmärkten in Hongkong auf und führte dazu, dass komplette Bestände in Ge-
flügelfarmen gekeult werden mussten. Diese Viren gehören alle zum H5- oder H7-Sub-
typ und können vereinzelt auch Menschen infizieren (sog. Zoonose). Im Gegensatz zur 
saisonalen Grippe sind diese Infektionen nicht nur auf den Respirationstrakt beschränkt, 
sondern breiten sich in allen Organen aus, so dass mehr als 50 % der infizierten Patien-
ten an Nierenversagen und Schädigungen des ZNS sterben. Glücklicherweise wurden 
bisher keine Übertragungen von Mensch zu Mensch beobachtet (Michaelis et al., 2009). 
Die WHO gibt die Zahl der klinisch bestätigten menschlichen Todesopfer bis zum heu-
tigen Zeitpunkt mit 330 an (WHO, 2011). 
1.1.1 Antigendrift und Antigenshift 
Die Begriffe Antigendrift und Antigenshift beschreiben die Ursachen für genetische 
Veränderungen in Influenzaviren. Diese genetischen Veränderungen führen in vielen 
Fällen zu attenuierten oder nicht lebensfähigen Viren. Durch Selektionsdruck erhalten 
jedoch einzelne mutierte Viren Wachstumsvorteile und vermehren sich deshalb stärker. 
Diese Viren können bei Menschen zu schwereren Krankheitsverläufen und zu einer 
höheren Mortalität führen, da das Immunsystem diese veränderten Viren unter Umstän-
den nicht mehr erkennen kann (Zambon, 1999). 
Unter Antigendrift versteht man die kontinuierliche Spontanmutation, die bei jedem 
Replikationsvorgang des Virus auftreten kann. Dabei werden auch die Oberflächenpro-
teine des Virus teilweise verändert, so dass es sich bei hinreichend großen Verände-
rungen der Immunantwort entziehen kann. Die Antigendrift wird durch die viruseigene 
RNA-Polymerase begünstigt, die keine Korrekturlesefunktion aufweist und deshalb bei 
der Replikation des viralen Genoms eine hohe Zahl von Punktmutationen erzeugt. Die 





pro Jahr und Aminosäure (Zambon, 1999; Taubenberger and Morens, 2010). 
Antigenshifts können auftreten, wenn zwei verschiedene Viren denselben Wirt infizie-
ren und durch Reassortierung ein neues Virus entsteht, das Eigenschaften beider origi-




Die Pathogenität eines solchen Virus ist nicht vorhersagbar, da alle Oberflächenantigene 
verändert sein können und so vom Immunsystem möglicherweise nicht mehr erkannt 
werden. Ein solches Szenario ist 1997 in Hongkong prinzipiell möglich gewesen, als 
aviäre H5N1-Viren auch Menschen infiziert haben. Ein paralleler Ausbruch der saiso-
nalen Influenza hätte die Bedingungen für einen solchen Shift geschaffen. Da jedoch 
keine Mensch-zu-Mensch-Übertragungen stattgefunden haben, hat sich die aviäre In-
fluenza bisher nicht durch einen Antigenshift an den Menschen angepasst. Falls dies 
jedoch zukünftig passieren sollte, wäre mit einer sehr hohen Zahl von Todesopfern zu 
rechnen (Zambon, 1999; Klenk et al., 2011).  
1.2 Vermehrungszyklus von Grippeviren 
Zu Beginn eines Vermehrungszyklus (Abbildung 1.2) bindet ein Influenzavirus im Res-
pirationstrakt auf der Oberfläche einer Wirtszelle an Glykoproteine mit endständigem 
Sialinsäurerest. Die Bindung wird über das virale Hämagglutinin vermittelt (Gamblin 
and Skehel, 2010) und ist eher schwach (Kd > 0,1 mM), was durch multiple Bindungen 
kompensiert wird (Matrosovich et al., 2009). Durch Endocytose gelangen die Viren in 
Endosomen ins Innere der Zelle, wo sich, bedingt durch den niedrigen pH-Wert (pH 5-
6), die Konformation des Hämagglutinins verändert (Zambon, 1999). Die cytoplasma-
tische Domäne der HA2-Untereinheit dissoziiert von den M1-Matrixproteinen ab und 
die HA1-Untereinheit faltet sich zurück. Der freigelegte, hydrophobe N-terminale Be-
reich der HA2-Untereinheit wird als Fusionspeptid bezeichnet (Garten and Klenk, 
2008). Voraussetzung für diesen Konformationswechsel ist jedoch, dass das Vorläufer-
protein des aktiven Hämagglutinins (HA0) im vorangegangenen Vermehrungszyklus 
von Proteasen des Wirtes in zwei Untereinheiten (HA1 und HA2) gespalten wird, die 
weiterhin durch eine Disulfidbrücke verbunden sind (Garten and Klenk, 1999). Das 
Fusionspeptid nimmt eine haarnadelartige Konformation ein und verbindet Lipide aus 
der Virus- und der Endosomenmembran, so dass unter Beteiligung mehrerer HA-
Trimere eine Fusionspore entsteht (Garten and Klenk, 2008). Allerdings ist zurzeit der 
genaue Mechanismus dieses Vorganges noch nicht geklärt (Gamblin and Skehel, 2010). 
In den Endosomen gelangen außerdem durch M2-Kanäle Protonen in das Innere des 
Virus. Die steigende Protonenkonzentration lässt die viralen Ribonucleoprotein-Kom-





Abbildung 1.2 Vermehrungszyklus von Influenzaviren. Der Zyklus beginnt mit dem Andocken des viral-
en Hämagglutinins an mehrere sialinsäurehaltige Glykoproteine auf der Zelloberfläche. Nach der Endocy-
tose bildet sich im sauren pH-Wert des Endosoms eine Fusionspore. Vermittelt wird dies durch die HA2-
Untereinheit des Hämagglutinins. Das virale RNP wird freigesetzt und im Zellkern prozessiert. Die trans-
latierten Virusproteine und die neuen RNA Kopien werden zur Zellmembran transportiert. Die Oberflä-
chenproteine des Virus wandern durch das endoplasmatische Retikulum und den Golgi-Apparat ebenfalls 
an die Zelloberfläche. Durch Ausknospung schnürt sich ein neues Viruspartikel von der Wirtszelle ab. 
Abbildung übernommen aus (Steinmetzer, 2011). 
Nach der Bildung der Fusionspore durch das Hämagglutinin werden die acht freien Mi-
nusstrang-RNA-Segmente in das Cytosol abgegeben und über Importine in den Zellkern 
transportiert (Gabriel et al., 2011). Dort findet die Transkription der RNA in eine 
mRNA statt. Diese wird in das Cytosol translokalisiert und es kommt zur Synthese der 
neuen viralen Proteine. Außerdem wird im Zellkern aus der Minusstrang-RNA ein Plus-
strang repliziert. Dieser Plusstrang dient als Matrize für die Synthese neuer Minus-
strang-RNA für die nächste Generation der Influenzaviren. Beide Prozesse, die Tran-
skription und die Replikation, werden durch die viruseigene RNA-Polymerase kataly-
siert (Matrosovich et al., 2009). 
Die translatierten Virusproteine und die neue virale Minusstrang-RNA wandern an die 




Viruspartikel ist noch durch sein Hämagglutinin an Sialinsäure auf der Wirtszelle ge-
bunden. Die Sialinsäure wird von den Wirtsglykoproteinen durch die virale Neuramini-
dase abgespalten, so dass die Sialinsäure zunächst an dem neuen, freigesetzten Virus 
verbleibt (Gamblin and Skehel, 2010). Aufgrund der niedrigen Affinität der Sialinsäure 
zu dem Hämagglutinin diffundiert sie später ab und es verbleibt ein neues, infektiöses 
Virus.  
1.2.1 Hämagglutininspaltung  
Wie zuvor beschrieben, ist die Spaltung des Hämagglutininvorläuferproteins (HA0) 
essentiell für die Infektiosität des Virus. Da Influenzaviren für diesen Zweck keine ei-
gene Protease besitzen, sind sie dafür auf Proteasen des Wirtes angewiesen (Skehel and 
Wiley, 2000). Die Spaltsequenz ist ein wichtiger Faktor für die Pathogenität der Viren, 
so dass zwischen hochpathogenen und wenig pathogenen Viren unterschieden wird 
(Garten and Klenk, 2008). In Tabelle 1.1 sind einige charakteristische Spaltsequenzen 
zusammengestellt. 
Tabelle 1.1 Darstellung charakteristischer Spaltsequenzen des HA0 verschiedener Hämagglutininsubty-
pen, die durch verschiedene Proteasen gespalten werden. Die N-terminalen Aminosäuren des durch die 
Spaltung gebildeten HA2 sind hochkonserviert und ermöglichen die Fusion mit der Endosomenmembran. 
Darstellung modifiziert nach (Steinmetzer, 2011). 
 
Trypsinartige Serinproteasen 
(z. B. HAT, TMPRSS2) 
  
Proproteinkonvertasen 
(z. B. Furin) 
H1: …IQSR↓GLFG…  H5: …RKKR↓GLFG… 
H2: …IESR↓GLFG…  H7: …RKKR↓GLFG… 
H3: …KQTR↓GIFG…    
Das HA0 von gering pathogenen Viren besitzt an der Spaltstelle ein einzelnes Arginin 
(oder in Einzelfällen ein Lysin) und kann im menschlichen Körper deshalb nur in den 
Geweben gespalten werden, in denen die entsprechenden Proteasen exprimiert werden. 
So konnte in den 1970er Jahren in-vitro gezeigt werden, dass Trypsin HA0 spaltet. Da 
eine Influenzainfektion im Respirationstrakt verläuft, kann aber gerade Trypsin in-vivo 
nicht für die Spaltung verantwortlich sein (Klenk et al., 1975). Inzwischen konnten je-




den, die eine solche Spaltung katalysieren. Dazu zählen die human airway trypsin-like 
protease (HAT), die transmembrane protease serine 2 (TMPRSS2) und die trans-
membrane protease serine 4 (TMPRSS4) (Böttcher et al., 2006; Chaipan et al., 2009; 
Böttcher-Friebertshäuser et al., 2010). Da die spaltenden Proteasen nur in bestimmten 
Organen exprimiert werden, ist die Infektion mit den wenig pathogenen Viren im Men-
schen vor allem auf den Respirationstrakt beschränkt. In Vögeln werden diese HA0-
Subtypen im Intestinaltrakt gespalten und verlaufen meist asymptomatisch (Garten and 
Klenk, 2008). 
Das HA0 von hochpathogenen Viren hingegen hat eine multibasische Spaltstelle mit der 
Sequenz –Arg-Xxx-Lys/Arg-Arg↓-Xxx– (wobei Xxx beliebige Aminosäuren kenn-
zeichnet), hinter der es von der Proproteinkonvertase Furin, der PC6 oder auch der 
TMPRSS13 gespalten werden kann (Stieneke-Gröber et al., 1992; Okumura et al., 
2010). Furin kommt im menschlichen Körper und in Vögeln ubiquitär vor, weshalb das 
HA0 in allen Geweben aktiviert werden kann. Dies ist eine Voraussetzung für schwere 
systemische Influenzainfektionen, die mit einer hohen Mortalität einhergehen (Hatta 
and Kawaoka, 2002). 
1.2.2 Rezeptoraffinität des Hämagglutinins 
Obwohl alle aviären hochpathogenen Viren eine polybasische Spaltstelle im HA0 besit-
zen und eine hohe Mortalität in Menschen verursachen, waren bisher verhältnismäßig 
wenig Menschen von einer Ansteckung mit diesen Viren betroffen. Dies wird unter an-
derem darauf zurückgeführt, dass die Bindung des Hämagglutinins an seine sialinsäure-
haltigen Rezeptoren spezifisch für die jeweilige Spezies ist (Gamblin and Skehel, 2010). 
Viren, die aus Vögeln und Pferden stammen, binden bevorzugt an Sialinsäuren, die über 
eine α-2,3-glykosidische Bindung mit Galaktose verknüpft sind; humanpathogene Viren 
hingegen bevorzugen Sialinsäuren, die α-2,6-glykosidisch verknüpft sind. Die geringe 
Gefahr für Menschen, sich mit aviären Viren zu infizieren, erklärt sich dadurch, dass im 
humanen Respirationstrakt fast ausschließlich α-2,6-glykosidische Bindungen zu finden 
sind (Matrosovich et al., 2009).  
In Tracheazellen von Schweinen werden beide Arten von gebundenen Sialinsäuren ge-
funden, so dass sich hier beide Arten von Viren vermehren können (Matrosovich et al., 




Reassortierung stattfindet und ein pandemisches, humanpathogenes Virus entsteht 
(Ludwig et al., 1995). 
Unter den Virusgruppen, die 2009 für die Influenzapandemie verantwortlich waren, 
fanden sich auch einzelne Viren, auf deren HA-Gen eine Asparaginsäure an Position 
222 gegen ein Glycin ausgetauscht war. Diese Substitution ermöglicht eine Bindung an 
beide Arten von glykosidisch gebundenen Sialinsäuren und wird mit einem stärkeren 
Krankheitsverlauf beim Menschen in Verbindung gebracht. Auch im Genom des Virus, 
das die Spanische Grippe 1918 verursacht hat, wurde diese Substitution identifiziert 
(Buda, 2010; Klenk et al., 2011). 
1.3 Behandlungsstrategien gegen Grippe 
Die bisher wirksamste Maßnahme zur Verhinderung einer Grippeinfektion ist die Imp-
fung. Da sich aber nicht die gesamte Bevölkerung impfen lässt, ist ein vollständiger 
Impfschutz nicht gegeben. Außerdem muss der Impfstoff jedes Jahr an die auftretenden 
Virusstämme angepasst werden, wodurch eine erneute Impfung erforderlich wird. Die 
WHO gibt im Frühjahr die für den jeweiligen Herbst geltenden Empfehlungen für die 
Impfstoffzusammensetzung bekannt (Pfleiderer, 2011). Da die konkrete Situation im 
Herbst nicht voraussagbar ist, bleibt jedoch auch nach einer erfolgten Impfung ein ge-
wisses Maß an Unsicherheit bestehen. Erschwerend kommt hinzu, dass von der Identifi-
zierung eines pandemischen Virus bis zur Verfügbarkeit eines Impf-stoffes ungefähr ein 
halbes Jahr vergeht. Auch wenn gesetzliche Erleichterungen eine schnellere Verfügbar-
keit sicherstellen sollen, zeigte sich bei der letzten Pandemie dennoch eine weitverbrei-
tete Skepsis gegenüber dem neuen Impfstoff (Pandemrix
®
), so dass nur eine Impfrate 
von ca. 10 % der Bevölkerung erreicht werden konnte (Zündorf and Dingermann, 
2011). 
Deshalb müssen effektive Therapiemöglichkeiten für die akute Influenzabehandlung 
entwickelt werden. Entsprechend dem in Kapitel 1.2 dargestellten Vermehrungszyklus 
bieten sich eine Reihe von Interventionsmöglichkeiten an, die Gegenstand zahlreicher 
Untersuchungen sind. Für einen Überblick sei auf den Übersichtsartikel von Gong ver-




In Deutschland sind zurzeit nur drei Arzneistoffe gegen die Virusgrippe klinisch ver-
wendbar. Amantadin gehört zur Gruppe der M2-Kanalblocker und verhindert den Influx 
von Protonen in das Viruslumen und damit die Freisetzung der viralen RNA. Aman-
tadin ist jedoch ausschließlich gegen Influenzaviren vom Typ A wirksam und muss, um 
optimale Wirkung entfalten zu können, bei ersten Anzeichen einer Erkrankung, besser 
noch prophylaktisch, verabreicht werden. Dem stehen allerdings erhebliche Nebenwir-
kungen, wie z. . Wahrnehmungsstörungen und Stimmungsschwankungen, Übelkeit 
und Erbrechen sowie Störungen der Blutdruckregulation entgegen. Außerdem ist eine 
hohe, schnell zunehmende Resistenzrate zu beobachten (Gong et al., 2009; Klebe and 
Schlitzer, 2011). Der strukturell verwandte Arzneistoff Rimantadin ist in den USA zu-
gelassen, weist jedoch ebenfalls eine hohe Resistenzrate auf.  














































Abbildung 1.3 Strukturen der von Sialinsäure abgeleiteten Neuraminidasehemmstoffe Oseltamivir, Za-
namivir und Peramivir. Sie stellen sogenannte Übergangszustands-Analoga der viralen Neuraminidase 
dar (Reece, 2007; Klebe and Schlitzer, 2011).  
Neben dem kurativen Effekt für die infizierten Patienten verringern die Neuraminidase-
hemmstoffe die weitere Ausbreitung der Viren. In der Saison 2008/2009 waren aller-
dings über 90 % der Viren resistent gegen Oseltamivir, wobei der Anteil der resistenten 
Viren von Saison zu Saison schwankt. So wies das pandemische Virus von 2009/2010 
eine geringere Resistenzrate gegenüber Oseltamivir auf (Boltz et al., 2010). Die resis-
tenten Viren sind im Allgemeinen noch sensitiv gegenüber Zanamivir (Herold, 2011), 
das jedoch oral nur eine sehr geringe Bioverfügbarkeit besitzt und deshalb per Inhalati-
on appliziert werden muss. Bei schwer erkrankten Patienten mit Pneumonie kann dieser 
Weg der Applikation allerdings problematisch sein, so dass in solchen Fällen eine pa-




stellt (Herold, 2011). Für die Wirksamkeit einer Therapie mit Neuraminidase-
hemmstoffen ist es wichtig, die Therapie spätestens 48 Stunden nach Auftreten erster 
Symptome zu beginnen. Der Neuraminidasehemmstoff Peramivir befindet sich in der 
klinischen Prüfung, ist in Japan jedoch schon zugelassen (Klebe and Schlitzer, 2011). 
Die Synthese von Oseltamivir ist 9-stufig und stellt im kommerziellen Maßstab eine 
große Herausforderung dar, was unter anderem durch ein explosives Azid-Intermediat 
und drei Stereozentren im Molekül begründet ist. Während der Pandemie 2009/2010 
konnte die Firma Roche als einziger Hersteller deshalb die außergewöhnlich große 
Nachfrage nach Oseltamivir nur mit Schwierigkeiten befriedigen (Holzgrabe, 2011). 
1.4 Nomenklatur nach Schechter und Berger  
In der vorliegenden Arbeit werden in der Folge Substrate und substratanaloge Inhibito-
ren für Proteasen diskutiert. Zur Beschreibung dieser Verbindungen und ihrem Bin-
dungsmodus wird die Nomenklatur nach Schechter und Berger verwendet, die 1967 am 
Beispiel des Papains eingeführt wurde (Abbildung 1.4).  
 
Abbildung 1.4 Schematische Darstellung der Nomenklatur nach Schechter und Berger. Das Enzym mit 
seinen Bindetaschen ist in blau, das Substrat als Peptidkette mit den Seitenketten in rot dargestellt. An der 
rot gezeichneten Peptidbindung erfolgt die proteolytische Spaltung. 
Sie ermöglicht eine Benennung der Aminosäurereste von Substraten und substratanalo-
gen Inhibitoren und den entsprechenden Bindetaschen im aktiven Zentrum der Enzyme. 
Die Aminosäuren des Substrates werden mit P (für Peptid) bezeichnet und werden von 
der Spaltstelle des Enzyms in Richtung des N-Terminus aufsteigend nummeriert. Die 
Reste, die C-terminal zur Spaltstelle liegen, werden mit P´ bezeichnet und aufsteigend 
in Richtung des C-Terminus des gespaltenen Peptids nummeriert. Entsprechend werden 
die Bindetaschen des Enzyms mit S (für Subsite) und S´ bezeichnet und nummeriert 




1.5 Ziel dieser Arbeit  
Gegenstand der Forschung war bisher hauptsächlich die Entwicklung von Arzneistoffen 
gegen viruseigene Targets. Dies hat, wie bereits erwähnt, einen Selektionsdruck auf die 
Viren zur Folge. Außerdem mutiert das Influenzavirus auch im Rahmen seines natürli-
chen Vermehrungszyklus, so dass die Viren schnell gegen Arzneistoffe, die sich gegen 
viruseigene Targets richten, resistent werden können.  
Inzwischen wurden mit der Proproteinkonvertase Furin und der trypsinartigen Serin-
protease HAT Proteasen identifiziert, die das HA0 verschiedener Virussubtypen spalten. 
Im Rahmen dieser Arbeit sollten für beide Proteasen Inhibitoren entwickelt, syntheti-
siert und charakterisiert werden. Der Vorteil dieser Strategie ist, dass die humanen Pro-
teasen nicht mutieren und damit keine Resistenzbildung gegen derartige Arzneistoffe zu 
erwarten ist. Deshalb könnten solche Inhibitoren potentielle Wirkstoffe zur Behandlung 
von Influenzainfektionen darstellen. 
In den Kapiteln 2 und 3 der Arbeit wird die Entwicklung von Furininhibitoren beschrie-
ben. Die Ziele im Einzelnen waren: 
 Die Synthese nicht-peptidischer Inhibitoren und die Bestimmung ihrer Hemm-
konstanten basierend auf einer mittels screening identifizierten Leitstruktur 
mit zwei Amidinohydrazongruppen. Im Gegensatz zu bereits bekannten mul-
tibasischen peptidischen Inhibitoren sollten solche Verbindungen aufgrund ih-
rer verminderten Basizität besser als Arzneistoffkandidaten geeignet sein.  
 Die Selektivität der synthetisierten Furininhibitoren gegenüber trypsinartigen 
Serinproteasen zu untersuchen. 
 Einen möglichen Bindungsmodus dieser Amidinohydrazonderivate, basierend 
auf der bekannten Kristallstruktur des Furins im Komplex mit dem irreversi-
blen Inhibitor Dec-RVKR-CMK, mittels Docking zu bestimmen. 






Die Funktion der HAT und ihre Beteiligung bei einer Influenzainfektion wird in Kapi-
tel 4, die Entwicklung ihrer Hemmstoffe wird in Kapitel 5 beschrieben. Die Ziele waren 
im Einzelnen:  
 Die Etablierung eines enzymkinetischen Tests für HAT, um die Hemmkon-
stanten der Inhibitoren bestimmen zu können. Dazu sollten verschiedene 
Messbedingungen und Substrate untersucht werden. 
 Die Erstellung eines Homologiemodells der HAT. Dieses sollte durch Überla-
gerung mit bekannten Kristallstrukturen verwandter trypsinartiger Serinpro-
teasen im Komplex mit substratanalogen Inhibitoren verifiziert werden.  
 Ein screening verfügbarer Verbindungen bezüglich ihrer Hemmwirkung auf 
HAT, da zu Beginn der Arbeit noch keine wirksamen Inhibitoren der HAT be-
schrieben waren. 
 Die Synthese substratanaloger Inhibitoren mit decarboxylierten Argininmime-
tika als P1-Rest, basierend auf den Ergebnissen des initialen screenings und 
auf bisherigen Erfahrungen bei der Entwicklung substratanaloger Hemmstoffe 
anderer trypsinartiger Serinproteasen, wie Thrombin (Wiley et al., 1995; 
Gustafsson et al., 1996), Faktor Xa (Schweinitz et al., 2006; Stürzebecher et 
al., 2007), Urokinase (Künzel et al., 2002; Schweinitz et al., 2004) oder Faktor 
VIIa (Kadono et al., 2005; Shiraishi et al., 2008). 
 Der Nachweis, dass ausgewählte Hemmstoffe in Zellkultur die Ausbreitung 
von Influenzaviren hemmen können. Diese Versuche wurden in Zusammenar-
beit mit dem Institut für Virologie der Philipps-Universität Marburg durchge-
führt (AG Garten).  
 Die Synthese basisch substituierter Phenylalaninderivate des 3-TAPAP-Typs 
und die Prüfung ihrer Eignung als Leitstruktur für die Entwicklung von HAT-
Inhibitoren, da analoge Verbindungen bereits als Inhibitoren verschiedener 
trypsinartiger Serinproteasen bekannt sind (Stürzebecher et al., 1995; Stürze-







Furin ist eine Typ-I-Transmembranprotease, die zur Familie der Proproteinkonvertasen 
(Abschnitt 2.1.1) gehört. Die Proproteinkonvertasen sind Ca
2+
-abhängige, subtilisin-
artige Serin-Endoproteasen und besitzen eine katalytische Triade aus Asp153, His194 
und Ser368 (Henrich et al., 2003). Furin spaltet bevorzugt hinter Arginin an einer mul-
tibasischen Erkennungssequenz mit dem Konsensusmotiv -Arg-Xxx-Arg/Lys-Arg↓-
Xxx-, wobei Xxx für eine beliebige Aminosäure steht (Rockwell et al., 2002). Die trans-
latierte Form des Furins besteht aus 794 Aminosäuren und wird in zwei Schritten auto-
katalytisch aktiviert (Abschnitt 2.1.2). Die aktivierte Form des Furins wandert vom 
Trans-Golgi-Netzwerk an die Zelloberfläche und wieder zurück (Abschnitt 2.1.3). Die 
unterschiedliche Lokalisation des Furins ist eine Ursache, dass es zahlreiche physiolo-
gische Substrate spalten kann. Furin ist jedoch auch an zahlreichen pathophysiologisch-
en Prozessen beteiligt (Abschnitt 2.1.4). Eine Kristallstruktur des Furins im Komplex 
mit einem irreversiblen Chlormethylketoninhibitor konnte im Jahr 2003 gelöst werden; 
sie ist in Abschnitt 2.2 beschrieben. Einen Überblick über bisher entwickelte Furininhi-
bitoren gibt Abschnitt 2.3.  
2.1.1 Familie der Proproteinkonvertasen 
Das Genom der Säugetiere codiert für ca. 30.000 Gene. 1,7 % dieser Gene codieren 
proteolytische Enzyme, die in sechs Clans eingeteilt werden: Serin-, Metallo-, Cystein-, 
Aspartyl-, Threonin- und Glutamylproteasen (Seidah et al., 2008; Rawlings et al., 
2010). Die Unterteilung ergibt sich aus den Aminosäuren, die an der katalytischen Re-
aktion der jeweiligen Protease beteiligt sind, so dass sich für jeden Clan ein anderer 
Katalysemechanismus ergibt. Mit Ausnahme von Glutamylproteasen werden Vertreter 
jedes Clans auch in Menschen exprimiert (Turk, 2006). 
Die Proproteinkonvertasen gehören zur Familie der subtilisinartigen Serinproteasen 
(Rawlings et al., 2010), die sich in zwei Unterfamilien aufteilt. Die größere Unterfami-
lie leitet sich vom Subtilisin Carlsberg ab, während der Prototyp der kleineren Subfami-




bekannten furinartigen PC‘s sind streng Ca2+-abhängig und in einem breiten pH-Spek-
trum aktiv (pH 5-8) (Molloy et al., 1999). Tabelle 2.1 zeigt eine Übersicht der sieben 
klassischen furinartigen PC‘s (Thomas, 2002). 
Tabelle 2.1 Familie der furinartigen Proproteinkonvertasen. Angegeben sind die als Konsens beschlos-
senen Namen und vorhergegangene alternative Bezeichnungen, ihre primäre Lokalisation in den Zellen 
und die Phänotypen von Knockout-Mäusen (Thomas, 2002). 
Enzym alternative Bezeichnung Lokalisation Knockout-Phänotyp 
Furin PACE, PC1, SPC1 TGN / Endosomen embryonale Letalität 
PC2 SPC2 Sekretorische Granula 
Hypoglykämie, Proinsulin-
ämie, Glucagonmangel 
PC1/3 PC1, PC3, SPC3 Sekretorische Granula 
schwere Adipositas, Hyper-
proinsulinämie 
PACE4 PACE4, SPC4 TGN / Endosomen 
embryonale Letalität, Schä-
digungen des ZNS 
PC4 SPC5 unbekannt 
Sterilität (bei Frauen nur 
schwach ausgeprägt) 
PC5/6A PC5, PC6, SPC6 Sekretorische Granula unbekannt 
PC5/6B PC5, PC6, SPC6 TGN / Endosomen unbekannt 
PC7 PC8, LPC, SPC7 TGN / Endosomen 
lebensfähig, Schädigung 
des Thymus 
Viele Proteine werden als inaktive Vorstufen gebildet. Diese Vorstufen von Hormonen, 
Neuropeptiden und anderen biologisch aktiven Peptiden werden im sekretorischen Si-
gnalweg von PC’s aktiviert und in ihre biologisch aktive Form überführt (Fugere and 
Day, 2005). Auch Vorläuferproteine der extrazellulären Matrix, von Rezeptoren oder 
Plasmaproteinen gehören zu ihren Substraten. Daneben sind die PC’s an der Prozessie-
rung von Proteinen humanpathogener Organismen beteiligt und stellen deshalb interes-
sante Targets für die Entwicklung von Wirkstoffen gegen verschiedene Krankheiten 
dar. Physiologische und pathophysiologische Funktionen des Furins sind in Abschnitt 
2.1.4 beschrieben. 
Die meisten potentiellen Substrate wurden durch in-vitro-Experimente identifiziert. Da 




nicht in-vivo nachgewiesen werden. Allerdings konnte ein Mausmodell etabliert wer-
den, das einen durch Interferon induzierbaren Furin-Knockout in der Leber aufweist. 
Die Mäuse mit diesem induzierten Mangel waren lebensfähig und zeigten keine physio-
logischen Schäden; ebenso wurde kein vollständiges Fehlen von aktivierten Furin-
substraten in der Leber beobachtet. Für den Insulinrezeptor wurde beispielsweise eine 
vollständige Redundanz gefunden, während für verschiedene andere Substrate unter-
schiedliche Redundanzausmaße nachgewiesen wurden. Deshalb wird vermutet, dass 
andere Proproteinkonvertasen die Funktion des Furins übernehmen können; die Ursache 
für die fehlende Redundanz in der Embryogenese ist allerdings noch unklar (Roebroek 
et al., 2004). 
Der schematische Aufbau der furinartigen Proproteinkonvertasen ist in Abbildung 2.1 
dargestellt.  
 
Abbildung 2.1 Schematischer Aufbau der humanen furinartigen PC’s und des homologen Kexins aus 
Hefezellen im Vergleich zum bakteriellen Subtilisin. Von PC5/6 wurden zwei Isoformen identifiziert, die 
beide durch das gleiche Gen kodiert werden. Die Buchstaben über den schematischen Darstellungen ge-
ben die Aminosäuren der katalytischen Triade an (D für Asp, H für His und S für Ser). N kennzeichnet 
das Asn (D für Asp bei PC2) in der Oxyanionentasche. Darstellung modifiziert nach (Fugere and Day, 
2005). 
Aus dieser schematischen Abbildung werden die Ähnlichkeiten im Aufbau der PC’s 
deutlich. Bezogen auf Furin weisen die Proproteinkonvertasen eine Sequenzhomologie 




dundanz sein. Neben dem Signalpeptid, das für die Translokalisierung des Proproteins 
in das endoplasmatische Retikulum verantwortlich ist, besitzen alle Proproteinkonverta-
sen Prodomänen mit mehreren basischen Aminosäuren an deren C-terminalen Bereich. 
An diesen Sequenzabschnitten erfolgt die primäre autokatalytische Aktivierung der 
PC‘s (vgl. Kapitel 2.1.2). Daneben besitzen alle sieben Enzyme eine sogenannte 
P-Domäne, die das katalytische Zentrum stabilisiert. Bei mehreren Mitgliedern der 
PC-Familie folgen weitere Domänen. Die cytoplasmatische Domäne steuert die Lokali-
sierung des Furins zwischen Trans-Golgi-Netzwerk und Endosomen (vgl. Kapitel 
2.1.3).  
2.1.2 Autokatalytische Aktivierung 
Furin wird als 96 kDa schweres Proenzym mit einer N-terminalen Prodomäne expri-
miert (Molloy et al., 1999). Die Prodomäne ist für die korrekte Faltung im endoplasma-
tischen Retikulum verantwortlich (Steiner, 1998). Durch eine erste autokatalytische 
Spaltung nach dem Arg107 der Aminosäuresequenz -Arg-Thr-Lys-Arg107- wird die 
Prodomäne mit einer Halbwertszeit von ca. zehn Minuten abgespalten (Abbildung 2.2). 
Diese bleibt jedoch mit dem Peptid nicht-kovalent verbunden (IC50 = 14 nM) und hält 
das Furin weiterhin inaktiv (Steiner, 1998). Dieser Komplex wird in das Trans-Golgi-
Netzwerk transportiert. Hier herrschen ein niedrigerer pH-Wert und eine erhöhte 
Ca
2+
-Ionenkonzentration, die die zweite autokatalytische Spaltung begünstigen. Diese 
verläuft mit einer Halbwertszeit von zwei bis drei Stunden wesentlich langsamer 
(Molloy et al., 1999). Die Spaltung erfolgt nach dem Arg75 der Aminosäuresequenz 
-Arg-Gly-Val-Thr-Lys-Arg75- innerhalb der Prodomäne. Die fehlende basische 
P4-Aminosäure, die für eine effiziente Spaltung durch Furin nötig ist, wird hier durch 
das Arginin in P6-Position ersetzt. Durch die zweite Spaltung diffundiert die Prodomä-
ne ab und Furin liegt in seiner aktiven Form vor (Steiner, 1998). 
Eventuell erfolgt eine dritte Spaltung in einer Upstream-Position zur Transmembran-
domäne. Dieses sogenannte shedding ermöglicht den Transport des Furins in den extra-
zellulären Raum in dem es auch katalytisch aktiv ist. Diese dritte Spaltung ist vom Ak-






Abbildung 2.2 Schematische Darstellung der Furinaktivierung. Die Prodomäne des Furins ist in Hellrot 
dargestellt, die Spaltsequenzen innerhalb der Prodomäne in Rot. Diese sind zusätzlich im Ein-
Buchstaben-Code angegeben. Die inaktive katalytische Domäne mit der katalytischen Triade (D, H, S) ist 
in Hellblau gezeichnet, die aktive katalytische Domäne in dunkelblau und die Transmembrandomäne in 
Schwarz. Nach der ersten autoprotolytischen Spaltung wandert die Transportform des Furins in das 
Trans-Golgi-Netzwerk. Hier wird bei niedrigem pH-Wert die Prodomäne ein zweites Mal gespalten und 
es entsteht aktives Furin. Durch sog. shedding kann die Transmembrandomäne abgespalten werden, wo-
durch Furin auch in den Extrazellularraum gelangen kann. Darstellung modifiziert nach (Molloy et al., 
1999). 
2.1.3 Lokalisation des Furins 
Nach erfolgter Aktivierung ist Furin im Trans-Golgi-Netzwerk lokalisiert. Hier werden 
die Proteine des sekretorischen Signalweges nach Translation und Faltung im endo-
plasmatischen Retikulum an ihre entsprechenden Zielorte adressiert, wie z. B. Zellober-
fläche, Endosomen oder Lysosomen (Schäfer et al., 1995). Furin bleibt aber nicht aus-
schließlich in einem Kompartiment lokalisiert, sondern wandert durch Endosomen an 
die Zelloberfläche und wieder zurück in das Trans-Golgi-Netzwerk. Verantwortlich 
dafür ist die 56 Aminosäuren umfassende cytoplasmatische Domäne des Furins. Hier 
befinden sich zwei Serinseitenketten, die durch die Casein-Kinase-II phosphoryliert 
werden können (Takahashi et al., 1995). Die Phosphorylierung und die Bindung eines 
PACS-1 (Phosphofurin acidic cluster sorting protein 1) bestimmt die Lokalisation des 
Furins an der Zelloberfläche oder im Trans-Golgi-Netzwerk. Werden die Phosphorylie-
rungen durch eine Isoform der PP2A (Protein Phosphatase 2) entfernt, verlässt das Furin 
seine aktuelle Position und wandert durch Endosomen in das Trans-Golgi-Netzwerk 




2.1.4 Physiologische Prozesse und Pathophysiologie 
Furin ist im Trans-Golgi-Netzwerk und an der Zelloberfläche aktiv und kann an beiden 
Orten seine physiologischen und pathophysiologischen Substrate aktiveren. Die unter-
schiedliche Lokalisierung ist der Grund für das breite Spektrum an Substraten, die durch 
Furin spaltbar sind. Beispielsweise werden die Pro-Formen der an der Blutgerinnung 
und der Plättchenaktivierung beteiligten Serumproteine Faktor IX, Protein C und des 
van-Willebrandt Faktors durch Furin aktiviert (Molloy et al., 1999). Weitere Furin-
substrate mit physiologischer Funktion sind das Proinsulin, der Insulin-pro-Rezeptor, 
der Notch1-Rezeptor und der Vitamin B12-pro-Rezeptor (Bravo et al., 1994; Kozyraki et 
al., 1998; Logeat et al., 1998). Zu den zahlreichen Vorläufern von Wachstumsfaktoren, 
die von Furin gespalten werden, gehören der β-Nerve growth factor (Seidah et al., 1996) 
und der β-transforming growth factor (β-TGF) (Dubois et al., 1995). In embryonalen 
Furin Knockout-Mäusen führt der Mangel an β-TGF zum Ausbleiben der axialen Rota-
tion und zu Herzschädigungen und damit zum Tod 10,5 Tage post-coitum (Roebroek et 
al., 1998). Die genannten Substrate unterstreichen die Bedeutung des Furins für physio-
logische Prozesse. Vor Kurzem wurde eine Datenbank entwickelt, die einen umfassen-
den Überblick bekannter Furinsubstrate gibt (Tian et al., 2011). 
Zu den pathogenen Substraten des Furins zählen die Oberflächen-Glykoproteine des 
HIV-1 und des Eppstein-Barr-Virus. Das Oberflächenprotein gp160 des HIV-1 muss in 
die Untereinheiten gp41 und gp120 gespalten werden, um das Verschmelzen der Vi-
rusmembran mit der Zellmembran des Wirtes zu ermöglichen (Hallenberger et al., 
1992). Der Vorläufer des Influenza Hämagglutinins (HA0) muss von Furin gespalten 
werden, um die Infektiosität der Influenzaviren zu ermöglichen. Hochpathogene aviäre 
Influenzaviren der Subtypen H5 und H7 besitzen in ihrem HA0 die charakteristische 
Furin-Spaltsequenz (Stieneke-Gröber et al., 1992) (vgl. Kapitel 1.2.1). Ebenso werden 
Oberflächen-Glykoproteine von Masern-, Ebola- und Marburgviren durch Furin oder 
eine furinartige PC gespalten (Shiryaev et al., 2007). Auch Toxine von Bakterien kön-
nen durch Furin aktiviert werden, so z. B. das Diphterie-, das Anthrax- und das Shiga-
Toxin (Chiron et al., 1994; Garred et al., 1995; Zhang et al., 2001). 
In einigen Tumorgeweben konnte eine erhöhte Expression von PC‘s nachgewiesen 
werden. Dies wird mit einer größeren Aggressivität und Invasivität der Tumore in Zu-




proteasen Substrate des Furins oder anderer PC’s sind (Bassi et al., 2001; Bassi et al., 
2005; Scamuffa et al., 2008; D'Anjou et al., 2011). Allerdings sind auch Pro-Formen 
von Adhäsionsproteinen bekannt, die das Ausmaß der Metastasierung von Tumoren 
verringern, wenn sie durch Furin aktiviert werden (Müller et al., 2004). 
Die Pro-Form der β-Sekretase wird ebenfalls von Furin aktiviert. Die β-Sekretase ist 
eine Aspartylprotease und an der Bildung von Amyloidplaques im Gehirn beteiligt. 
Diese Plaques werden mit der Entstehung der Alzheimer-Krankheit in Verbindung ge-
bracht (Bennett et al., 2000). 
Aufgrund vieler pathologischer Prozesse, an denen Furin oder eine furinartige PC‘s be-
teiligt sind, besteht ein großes Interesse an wirksamen Hemmstoffen dieser Proteasen. 
Diese Hemmstoffe könnten ein neuer Ansatzpunkt zur Behandlung dieser Krankheiten 
sein. Allerdings stehen dem Einsatz der Hemmstoffe die zahlreichen physiologischen 
Funktionen des Furins entgegen, die momentan noch nicht komplett verstanden worden 
sind.  
2.2 Kristallstruktur des Furins 
Um ein rationales, strukturbasiertes Design von Inhibitoren zu ermöglichen, ist die 
Kenntnis der Kristallstruktur des Zielenzyms notwendig. Die erste Struktur des Maus-
Furins konnte 2003 im Komplex mit dem irreversibel bindenden Inhibitor Dec-RVKR-
CMK gelöst werden (Henrich et al., 2003). Der Bindungsmodus dieses Inhibitors ist 






Abbildung 2.3 Schematische Darstellung des Bindungsmodus des irreversiblen Inhibitors Dec-RVKR-
CMK im Komplex mit Furin. Die katalytischen Aminosäuren Ser368 und His194 des Furins sind in blau 
dargestellt.  
Der für die Kristallisation verwendete Inhibitor gehört zur Klasse der Chlormethylketo-
ne und wurde erstmals 1994 beschrieben (Garten et al., 1994). Das katalytische Serin 
greift unter Ausbildung eines Hemiketals den Carbonyl-Kohlenstoff des P1-Restes an. 
Daraufhin wird das Histidin der katalytischen Triade irreversibel durch die Chlorme-
thylgruppe alkyliert und das Enzym im tetrahedralen Übergangszustand der katalysier-
ten Reaktion fixiert (Powers et al., 2002). Die erhaltene Kristallstruktur mit einer Auflö-
sung von 2,6 Å wurde in der PDB-Datenbank (1P8J.pdb) hinterlegt (Henrich et al., 
2003) und ist in Abbildung 2.4 dargestellt. 
Bei dem für die Kristallisation verwendeten Maus-Furin handelt es sich um eine ver-
kürzte Variante, die nur die Protease- und die P-Domäne umfasst. Die katalytische Do-
mäne ähnelt in ihrem Aufbau dem bakteriellen Subtilisin und setzt sich aus einem anti-
parallelen und sieben parallelen β-Faltblattstrukturen sowie sieben α-Helices zusam-
men. Außerdem enthält sie zwei Disulfidbrücken und zwei Bindestellen für Ca
2+
-Ionen. 
Eine der beiden Calciumbindestellen ist direkt unterhalb der S1-Tasche lokalisiert. Das 
hier gebundene Ca
2+
-Ion wird heptagonal von Asp258, Glu331 (2x), Asp301 und drei 
Wassermolekülen koordiniert. Dieses pentagonal-bipyramidale Netzwerk stabilisiert die 






Abbildung 2.4 Stereobild des aktiven Zentrums des Furins im Komplex mit dem irreversiblen Inhibitor 
Dec-RVKR-CMK (Stab-Modell, Kohlenstoff hellgrün, Stickstoff blau und Sauerstoff rot).   
Oben: Darstellung des Inhibitors vor der Oberfläche der katalytischen Domäne. Die Farbe der Oberfläche 
entspricht dem berechneten negativen (-10 kT/e, rot) und positiven (15 kT/e, blau) elektrostatischen Po-
tential. Die Positionen der Aminosäuren, zu denen der Inhibitor Wechselwirkungen ausbildet, sind be-
schriftet.  
Unten: Der Inhibitor im katalytischen Zentrum des Furins. Die Aminosäuren die Wechselwirkungen zu 
dem Inhibitor ausbilden sind als Stabmodell (Kohlenstoff: grau, Stickstoff blau und Sauerstoff rot) darge-
stellt, alle anderen Aminosäuren sind aus Gründen der Übersichtlichkeit ausgeblendet. Salz- oder 
H-Brücken sind als gestrichelte grüne Linien gezeigt. Die Abbildung ist im Gegensatz zur Oberen leicht 
gedreht, um relevante Wechselwirkungen besser darzustellen.  
Am Boden der S1-Tasche befinden sich zwei negativ geladene Aspartatreste, an die der 
Inhibitor direkt bindet. Über ein Netzwerk von Wassermolekülen werden außerdem 
Wasserstoffbrücken von der Guanidinfunktion zu Pro256, Asp306 und Ala292 ausge-
bildet (Henrich et al., 2003). Es werden so spezifische Wechselwirkungen von allen drei 




All diese Wechselwirkungen sind mit Lysin nicht möglich, woraus sich die strikte Sub-
stratspezifität für Arginin in dieser Position erklärt. Die Aminofunktion des P2-Lysins 
wird in der S2-Tasche von Asp154 und Asn192 sowie der Carbonylfunktion des 
Asp191 komplexiert. In P3-Position zeigt das Valin in Richtung des Lösungsmittels, 
woraus sich die große Flexibilität des Furins für diverse Aminosäuresubstitutionen in 
diesem Bereich erklärt. An der Oberfläche des Enzyms befindet sich in räumlicher Nähe 
zu der Valinseitenkette allerdings die Carboxylfunktion des Glu257, die von einer ba-
sischen Aminosäure adressiert werden könnte. Dies ist in Übereinstimmung mit natürli-
chen Furinsubstraten, die teilweise basische Aminosäuren in P3-Position haben 
(Rockwell et al., 2002). Allerdings wurden in unserer Arbeitsgruppe hierzu wider-
sprüchliche Ergebnisse gefunden. Eine Substitution des Valins in P3-Position von sub-
stratanalogen Inhibitoren durch Arg oder Lys verringerte die Affinität zu Furin sogar 
leicht (Becker et al., 2011). Die S4-Tasche wird durch die Carboxylfunktionen des 
Glu236 und Asp264 und die hydrophoben Seitenketten von Trp254 und Tyr308 defi-
niert und kann deshalb von Arginin optimal besetzt werden. In einigen Furinsubstraten 
befindet sich jedoch in P4-Position kein Arginin. Diese fehlende basische Aminosäure 
wird von einem Arginin als P6-Rest ersetzt, wie z. B. auch in der zweiten Spaltstelle der 
Prodomäne des Furins.  
Die P-Domäne besteht aus acht parallelen β-Faltblättern und stabilisiert die Struktur der 
katalytischen Domäne. Auf ihren Aufbau soll hier nicht detailliert eingegangen werden.  
2.3 Bekannte Furininhibitoren  
In den vergangenen Jahren wurden verschiedene Furininhibitoren unterschiedlicher 
Strukturtypen entwickelt, die im Folgenden zusammengefasst werden sollen. 
Zu den makromolekularen proteinartigen Furininhibitoren gehört beispielsweise der 
Proteinase Inhibitor 8, ein endogenes Serpin mit zur Spaltstelle des Furins homologen 
Sequenzen. Er hemmt Furin mit einem Ki-Wert von 53 pM (Dahlen et al., 1998). Der 
endogene Proteaseinhibitor α1-Antitrypsin besitzt in nativer Form eine Spaltstelle für 
die neutrophile Elastase (Laskowski and Kato, 1980). In der Variante α1-Antitrypsin-
Portland (α1-PDX) wurden an P4- und P1-Position durch Mutation Arginine eingeführt 
und dieses Peptid so in einen effizienten Furinhemmstoff (Ki = 1,4 nM) überführt (Jean 




inhibitoren wurden weitere potente Furininhibitoren erhalten, z. B. Varianten der Turkey 
ovomucoid third domain und des Eglin C (Lu et al., 1993; Komiyama and Fuller, 2000). 
Die 83 Aminosäure lange Sequenz der Prodomäne des Furins wurde vollsynthetisch 
dargestellt und hemmt Furin kompetitiv im niedrigen nanomolaren Bereich (Basak et 
al., 2010). Jedoch besitzen alle proteinartigen Inhibitoren ein sehr hohes Molekularge-
wicht und sind deshalb als Kandidaten für eine Wirkstoffentwicklung eher ungeeignet. 
Es wurden daher Ansätze verfolgt, das Molekulargewicht der Inhibitoren zu verringern.  
In einer Peptidbibliothek wurde das Hexapeptid H-Leu-Leu-Arg-Val-Lys-Arg-NH2 
identifiziert, das Furin mit einem Ki-Wert von 0,8 µM hemmt (Cameron et al., 2000). 
Das Peptid Nona-L-Arg inhibiert Furin mit einer Inhibitionskonstante von 42 nM, wo-
hingegen das analoge Nona-D-Arg-NH2 (Ki = 1,3 nM) deutlich wirksamer ist. Für Hexa-
Arg-Verbindungen wurden vergleichbare Hemmkonstanten gefunden, unabhängig von 
der Konfiguration der Arginine (114 nM für Hexa-L-Arg und 106 nM für Hexa-D-Arg). 
(Cameron et al., 2000; Kacprzak et al., 2004). Es wurde vermutet, dass die Peptide in 
D-Konfiguration stabiler gegen Hydrolyse sind und somit eine neue Leitstruktur für eine 
Wirkstoffentwicklung darstellen könnten. Polyarginine zeigen in-vivo nur eine geringe 
Toxizität und werden trotz ihres stark basischen Charakters zellulär aufgenommen 
(Fuchs and Raines, 2006). 
Abbildung 2.5 Struktur eines Inhibitors mit C-terminaler 
Oximfunktion. 
Neben reinen Peptidderivaten wurden unterschied-
lich funktionalisierte Analoga dargestellt (Garten et 
al., 1989; Hallenberger et al., 1992; Stieneke-Gröber 
et al., 1992). Wie bereits in Kapitel 2.2 erwähnt, 
wurde ein Chlormethylketoninhibitor verwendet, um 
die Kristallstruktur des Furins zu lösen (Henrich et 
al., 2003). Eine ähnliche Strategie wurde mit C-terminalen Semicarbazon-, Aldehyd-, 
und Oximderivaten verfolgt (Basak, 2005). Die Strukturformel eines Oximinhibitors ist 
in Abbildung 2.5 dargestellt. Der Nachteil dieser Inhibitoren ist, neben ihrer geringen 
Aktivität, die hohe Toxizität und die Instabilität unter physiologischen Bedingungen. So 
wurden für einen vergleichbaren Chlormethylketoninhibitor des Thrombins in-vivo 






















Abbildung 2.6 Struktur eines wirksamen 
Inhibitors mit einem C-terminalen Amidino-
benzylamid. 
In unserer Arbeitsgruppe wurden sehr 
effektive substratanaloge Furinhemm-
stoffe entwickelt. In diesen wurde das 
P1-Arginin durch verschiedene de-
carboxylierte Argininmimetika ersetzt. Das wirksamste Peptid aus einer ersten Serie hat 
die Sequenz Phenylacetyl-Arg-Val-Arg-4-Amidinobenzylamid und hemmt Furin mit 
einer Hemmkonstante von 0,81 nM (Abbildung 2.6). Es adressiert mit seiner Amidin-
funktion die Seitenketten von Asp306 und Asp258 am Boden der S1-Tasche (Becker et 
al., 2010). Weiterentwicklungen dieses Inhibitortyps mit einem basischen P5-Rest hem-































Ki = 3,4 nM  
Abbildung 2.7 Struktur eines Inhibitors mit einer Ketomethylengruppe zwischen der P1- und der P1´-
Aminosäure. 
Wird die Peptidbindung zwischen der P1- und der P1´-Aminosäure in substratanalogen 
Inhibitoren durch eine Ketomethylengruppe ersetzt, kann das Peptid nicht mehr gespal-
ten werden und es wirkt hemmend auf das Zielenzym. Die Carbonylgruppe wirkt als 
Elektrophil und wird durch das Serin im aktiven Zentrum angegriffen. Der wirksamste 

























Abbildung 2.8 Beispiele für Chelatbildner als Furininhibito-
ren.  
Im Bereich der nichtpeptidischen Inhibitoren wur-
den verschiedene Strukturen beschrieben. Verbin-






besitzen mikromolare Hemmwirkung auf Furin 
(Abbildung 2.8). Interessanterweise zeigen die Chelatbildner mit einem komplexierten 
Metallion eine größere Hemmstärke als die unkomplexierten Verbindungen. Sie entfal-
ten ihre Wirkung also offenbar nicht über die Komplexierung der essentiellen 
Ca
2+
-Ionen, der Wirkmechanismus ist jedoch unbekannt (Brinkerhoff et al., 2002; 
Podsiadlo et al., 2004).  
Andrographolide sind Diterpene die aus Andrographis paniculata, einer traditionellen 
asiatischen Arzneipflanze, isoliert wurden. Diese Diterpene und davon abgeleitete Suc-
cinoylester besitzen Hemmkonstanten im mikromolaren Bereich (Basak et al., 1999). 
Von Jiao wurden 2006 2,5-Dideoxystreptamine beschrieben, die bis zu sechs Guani-
dinogruppen tragen (Jiao et al., 2006). Das wirksamste Derivat mit vier Guanidino-
gruppen und einem Ki-Wert von 6 nM ist in Abbildung 2.9 dargestellt. Endiynyl-
verbindungen mit Peptidsequenzen der Furinprodomäne (Abbildung 2.9, rechts) zeigen 





















Ki = 2,6 µM Ki = 6 nM Ki = 40 nM  
Abbildung 2.9 Beispiele weiterer Furininhibitoren aus verschiedenen Klassen. Links ist ein moderat 
wirksames Andrographolidderivat dargestellt. Das tetrabasische 2,5-Dideoxystreptamidinderivat (Mitte) 
ist der bisher wirksamste nichtpeptidische Furininhibitor. Die Chimäre aus Peptidsequenzen der Furinp-













Im Rahmen eines HTS konnten mehrere potentielle Startpunkte für die Entwicklung 
niedermolekularer Furininhibitoren identifiziert werden (Komiyama et al., 2009). Zu 
den gefundenen Strukturtypen zählen Dicoumaroylderivate und Fluoresceinanaloga. 
Daneben konnte auch ein Amidinohydrazonderivat mit einem Ki-Wert von 11,8 µM 














Ki = 1 µM Ki = 12 µM Ki = 11,8 µM  
Abbildung 2.10 Strukturformel einiger durch HTS identifizierter Furininhibitoren. Links eine Dicouma-
roylverbindung, in der Mitte ein Fluoresceinanalogon und rechts ein Amidinohydrazonderivat. 
Vergleichbare Amidinohydrazonderivate wurden auch für die Entwicklung der Furinin-
hibitoren genutzt, die im folgenden Abschnitt beschrieben ist. 
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3 Synthetisierte Inhibitoren des Furins 
Durch ein screening mit Verbindungen, die von Dorian Bevec (Mondobiotec, Stans, 
Schweiz) zur Verfügung gestellt wurden, wurde ein Bis-Amidinohydrazonderivat 









Abbildung 3.1 Strukturformel des Bis-Amidinohydrazonderivats MI-0007, die Amidinohydrazonpartial-
strukturen sind rot hervorgehoben. 
In einer ersten Serie wurden Inhibitoren in einer einstufigen Reaktion aus kommerziell 
erhältlichen Carbonylverbindungen dargestellt (Abschnitt 3.2). Der zweite Synthesezy-
klus umfasst Verbindungen, die durch Acylierung der Anilinfunktion der Leitstruktur 
MI-0007 erhalten wurden (Abschnitt 3.3). In der dritten Serie wurden dimerisierte Ver-
bindungen untersucht (Abschnitt 3.4), während die abschließende vierte Serie Amidino-
hydrazonverbindungen umfasst, die mit unterschiedlichen Benzylethern derivatisiert 
sind (Abschnitt 3.5). Einige Inhibitoren mit anderen Strukturtypen sind in Abschnitt 3.6 
zusammengefasst. Es folgen Untersuchungen zur Stabilität (Abschnitt 3.7), zum Bin-
dungsmodus (Abschnitt 3.8) und zur Selektivität (Abschnitt 3.9) der synthetisierten 
Verbindungen. Zunächst wird die Verbindungsklasse der Amidinohydrazone in Ab-
schnitt 3.1 näher erläutert.  
3.1 Amidinohydrazonderivate 
Das durch screening identifizierte Amidinohydrazonderivat MI-0007 hemmt Furin mit 
einem Ki-Wert von 1,8 µM. Ursprünglich wurde diese Verbindung als Wirkstoff gegen 
Trypanosoma-brucei Infektionen synthetisiert, dem parasitären Erreger der afrika-
nischen Schlafkrankheit, jedoch nicht weiterentwickelt (Ulrich and Cerami, 1984). 
Allerdings gibt es mit Guanabenz bereits eine Amidinohydrazonverbindung, die kli-
nisch als α2-Agonist zur Behandlung von Bluthochdruck eingesetzt wird (Baum et al., 
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1969). Die Verbindung Semapimod (früher bekannt als CNI-1493) trägt vier Amidino-
hydrazongruppen und hat die klinische Phase II als anti-inflammatorischer Arzneistoff 
zur Therapie von Morbus Crohn erreicht (Loewenberg et al., 2005; Ulloa, 2005; Specht 
et al., 2008). Es ist jedoch unbekannt, ob die Verbindung derzeit weiterentwickelt wird. 




























Guanabenz Semapimod  
Abbildung 3.2 Strukturformeln des α2-Agonisten Guanabenz und des antiinflammatorischen Arzneistoff-
kandidaten Semapimod.  
Bis auf wenige Ausnahmen besitzen die bisher bekannten Furininhibitoren mehrere 
stark basische Guanidino- oder Amidinogruppen (vgl. Kapitel 2.3). Diese sind im phy-
siologischen pH-Bereich protoniert und werden deshalb in der Regel im menschlichen 
Verdauungstrakt nur schlecht resorbiert. Für die Leitstruktur MI-0007 wurde ein 
pKa-Wert von 8,03 berechnet.
2
 Somit ist sie wesentlich weniger basisch als vergleichba-
re Amidino- oder Guanidinoderivate, deren pKa-Werte im Bereich von ca. 11-13 liegen. 
Der berechnete pKa-Wert der Verbindung MI-0007 stimmt gut mit dem in der Literatur 
beschriebenen Wert für Guanabenz (pKa = 8,1) überein (Soll et al., 2000). Trotzdem 
sollten die Amidinohydrazone mit ihrem basischen Charakter die sauren Aspartatreste 
am Boden der S1-Tasche adressieren können. 
Die Amidinohydrazone sind durch säurekatalysierte Reaktion der entsprechenden Car-
bonylverbindung mit Aminoguanidin × HCl synthetisch zugänglich (Ulrich and Cerami, 
1984). Analoge acylierte Aminoguanidine können durch Reaktion von Säurechloriden 
mit Aminoguanidin × H2CO3 in wasserfreiem Pyridin dargestellt werden (Bignon, 
2002). 
                                                 
2
 Der pKa-Wert wurde mit dem pKa-plugin der Software MarvinSketch, ChemAxon Ltd. berechnet (Clark 
and Cahoon, 1987; Dixon and Jurs, 1993; Csizmadia et al., 1997). 
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3.1.1 Konfigurationsisomerie und Tautomerie der Amidinohydrazone 
Bei der Entwicklung von Arzneistoffen ist die Bestimmung von Konfigurationsisome-
ren nach dem Thalidomidskandal in den Fokus gerückt. Auch bei der Umsetzung der 
Carbonylverbindungen mit Aminoguanidin tritt eine E-/Z-Isomerie auf. Deshalb wurden 
von Györgydeák Untersuchungen angestellt, um die Konfiguration von Amidinohydra-
zonverbindungen zu bestimmen. So konnte einer Modellverbindung (Abbildung 3.3) 
mittels Kernresonanzexperimenten in DMSO-d6 die E-Konfiguration zugeordnet wer-













Abbildung 3.3 Darstellung des E- und des Z-Isomers einer Modellverbindung mit einer Amidinohydra-
zonfunktion. Mittels 
13
C-NMR in DMSO-d6 wurde festgestellt, dass die Verbindung bevorzugt in 
E-Konfiguration vorliegt. Für die Methylgruppe des E-Isomers wurde eine chemische Verschiebung von 
13,0 ppm, für die des Z-Isomers eine Verschiebung von 24,2 ppm gemessen (Györgydeák et al., 1999). 
Dieser Befund wurde durch röntgenkristallographische Untersuchungen bestätigt, in 
denen alle fünf kristallisierten Verbindungen in E-Konfiguration vorlagen. Zu berück-
sichtigen ist allerdings, dass man in der Röntgenkristallographie nur eine Momentauf-
nahme des Moleküls erhält und deshalb nicht auf das vollständige Fehlen des Z-Iso-
mers geschlossen werden darf. So haben Untersuchungen von Shearer am Guanabenz 
gezeigt, dass sich das E-Isomer unter Lichteinstrahlung teilweise in das Z-Isomer um-
wandeln kann (Shearer and DeAngelis, 1979). 
Mittels der gelösten Kristallstrukturen wurde festgestellt, dass alle untersuchten Verbin-
dungen flach, aber nicht perfekt planar sind. Die Amidinohydrazongruppen zeigten in 
den untersuchten Kristallen eine Torsion von 11° - 29° in Relation zur Ebene des Phe-
nylrings (Györgydeák et al., 1999). 
Neben der beschriebenen Konfigurationsisomerie können die Amidinohydrazone in 
zwei tautomeren Formen vorliegen (Abbildung 3.4). In 
1
H-NMR-Spektren (Lösungs-
mittel DMSO-d6) wurden für die terminalen Amine jeweils zwei Singulettsignale mit 
der relativen Intensität zwei gefunden, was auf das bevorzugte Auftreten des terminalen 
Diaminotautomers in dem aprotischen Lösungsmittel DMSO-d6 hinweist (Holzer and 
Györgydeák, 1992). 












Abbildung 3.4 Darstellung beider tautomerer Formen einer Modellverbindung. In DMSO-d6 liegt bevor-
zugt die Diaminomethylenform (rechts) vor.  
In dieser Arbeit wird wegen der zuvor dargestellten Untersuchungsergebnisse davon 
ausgegangen, dass alle Verbindungen dieses Typs in E-Konfiguration mit zwei termin-
alen Aminen vorliegen. Allerdings ist zu berücksichtigen, dass die von uns durchgeführ-
ten enzymkinetischen Untersuchungen in wässrigen Medien stattfinden. Da die Amidi-
nohydrazone hier teilweise protoniert vorliegen, kann die tatsächliche Lage des Gleich-
gewichts beider Tautomere von den vorgestellten Untersuchungen abweichen.  
3.2 Erster Synthesezyklus – Unsubstituierte Amidinohydrazone und  
acylierte Aminoguanidine  
Für den ersten Synthesezyklus wurden kommerziell erhältliche, aromatische Carbonyl-
verbindungen eingesetzt, die durch säurekatalysierte Reaktion mit Aminoguanidin × 






























Abbildung 3.5 Synthese der Inhibitoren MI-0300 und MI-0302. Die weiteren Inhibitoren wurden auf 
analoge Weise hergestellt.  
So wurden Derivate mit einer und zwei Amidinohydrazongruppen erhalten. Außerdem 
wurden durch die Umsetzung von aromatischen Säurechloriden mit Aminoguanidin × 
H2CO3 die entsprechenden acylierten Aminoguanidine hergestellt (Ulrich and Cerami, 
1984; Bignon, 2002). 
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Die Ausgangsverbindung (1) zur Synthese des Inhibitors MI-0309 wurde durch Friedel-
Crafts-Acylierung von Diphenylether mit Acetylchlorid und wasserfreiem Aluminium-







Abbildung 3.6 Synthese des Intermediats 1 über eine Friedel-Crafts-Acylierung des Diphenylethers. 
Durch die Ethergruppe wird der einzuführende Acylrest in ortho- oder para-Position 
dirigiert. Die Verwendung eines vierfachen Überschusses von Aluminiumchlorid führte 
zu kurzen Reaktionszeiten und zu der angestrebten hohen Regioselektivität der Reakti-
on (Grützmacher et al., 1994). In 
1
H-NMR-Untersuchungen des Reaktionsproduktes 
wurden zwei Dublettsignale bei 7,87 ppm und 6,92 ppm mit einer relativen Intensität 
von jeweils vier Protonen gefunden und das entstandene Produkt somit als di-para-
Produkt identifiziert. Die Inhibitoren aus diesem ersten Synthesezyklus sind in Tabelle 
3.1 zusammengestellt. 
Tabelle 3.1 Hemmung des Furins durch mono- und bivalente Amidinohydrazonverbindungen oder acy-
lierte Aminoguanidinderivate. Obwohl alle Inhibitoren als Trifluoracetate oder als Hydrochloride vorlie-
gen, sind die Strukturen zur Vereinfachung als freie Basen dargestellt. Die Salzformen der Inhibitoren 















































































Die Bestimmung der Ki-Werte sämtlicher Verbindungen erfolgte analog bereits be-
schriebener Methoden (Kacprzak et al., 2004). Dabei wurde die Spaltung des Substrats 
Pyroglutamin-Arg-Thr-Lys-Arg-AMC fluorometrisch in Abhängigkeit von der Zeit 
gemessen und die erhaltenen steady-state-Geschwindigkeiten zur Berechnung der 
Ki-Werte nach Gleichung 1 (siehe Seite 130) verwendet. Parallel wurden bei jeder Mes-
sung die enzymkinetischen Parameter Vmax und Km bestimmt. Verwendet wurden für 
die Messungen drei Substratkonzentrationen und mindestens sechs Inhibitorkonzentra-
tionen. Diese wurden so gewählt, dass bei der höchsten Inhibitorkonzentration eine 
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Restaktivität des Enzyms von ca. 10 % gemessen werden konnte und dann in mehreren 
Stufen um mindestens eine Größenordnung verringert.  
 
Abbildung 3.7 Bestimmung der Hemmkonstanten des Inhibitors MI-0301. Verwendete Substratkonzen-
trationen: schwarz 13 µM, rot 8,125 µM und blau 3,25 µM.   
Links: Bestimmte steady-state-Geschwindigkeit der Enzymreaktion als Funktion der Inhibitorkonzentra-
tion. Die Kurven wurden nach Gleichung 1 an die Messwerte angepasst.   
Rechts: Reziproke Auftragung der Geschwindigkeit der Enzymreaktion als Funktion der Inhibitorkon-
zentration nach Dixon. Die waagerechte, gestrichelte Linie entspricht 1/Vmax. 
Alternativ zu der beschriebenen Methode kann der Ki-Wert mittels einer linearisierten 
Darstellung nach Dixon ermittelt werden (Dixon, 1953). Bei dieser Darstellung wird der 
reziproke Wert der ermittelten steady-State-Geschwindigkeit als Funktion der Inhibitor-
konzentration aufgetragen (Abbildung 3.7, rechts). Bei einem reversibel-kompetitiven 
Hemmmechanismus ergibt sich für jede Substratkonzentration eine Gerade. Der 
Schnittpunkt der Geraden liegt im II. Quadranten und der negative Abszissenabschnitt 
des Schnittpunktes entspricht dem Ki-Wert (x = - Ki). Zusätzlich kann in dieser Darstel-
lung die Maximalgeschwindigkeit der Enzymreaktion (Vmax) als Konstante aufgetragen 
werden. Die erhaltene Parallele zur Abszisse schneidet die anderen Geraden ebenfalls in 
dem gemeinsamen Schnittpunkt (Dixon, 1953). 
Die Konzentration des durch Spaltung des Substrats entstandenen 7-Amino-4-methyl-
coumarins kann mittels einer Eichgeraden aus dem als relative Fluoreszenzeinheiten 
(RFU) erhaltenen Messsignal berechnet werden (Becker, 2011). Die Kenntnis der 
AMC-Konzentration ist jedoch für die Berechnung der Ki-Werte nicht notwendig und 
die steady-state-Geschwindigkeiten können auch in der Einheit RFU/s angegeben wer-
den.  
Die monovalenten Derivate MI-0300, MI-0305, MI-0302 und MI-0306 hemmen Furin 
relativ schwach mit Ki-Werten > 250 µM. Dieses Ergebnis ist erklärbar da bekannt ist, 
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dass Furinsubstrate mindestens zwei basische Gruppen für eine effektive Spaltung er-
fordern.  
Die meta-substituierten Bis-Amidinohydrazoninhibitoren MI-0356, MI-0303 sowie das 
entsprechende acylierte Aminoguanidin MI-0304 zeigen eine moderate Hemmwirkung 
auf Furin. Von diesen drei Verbindungen wurde die stärkste Wirkung für den vom 
1,3-Diacetylbenzol abgeleiteten Inhibitor MI-0303 gefunden (Ki-Wert 4,8 µM). Die 
para-substituierten Derivate des Terephthalaldehyds (MI-0307) und des 1,4-Di-
acetylbenzols (MI-0301) sind im Vergleich zu den meta-substituierten Verbindungen 
etwas wirksamer. Der vom Bis-Aldehyd abgeleitete Inhibitor MI-0307 besitzt eine 
Hemmkonstante von 1,5 µM und ist der wirksamste Furininhibitor aus dieser ersten 
Serie. 
Die acylierten Aminoguanidine MI-0310 und MI-0304 zeigen deutlich niedrigere Affi-
nitäten als die korrespondierenden Amidinohydrazone. Es wurden deshalb keine weite-
ren acylierten Verbindungen synthetisiert. Die aus einem 1,3-Indandion und dem Di-
phenyletherderivat (1) dargestellten Inhibitoren MI-0308 und MI-0309 hemmen Furin 
nur relativ schwach und wurden deshalb nicht weiter modifiziert.  
Es wurde auch das Tris-Amidinohydrazon des 1,3,5-Triacetylbenzols hergestellt. Diese 
Verbindung ist jedoch in wässrigen Puffersystemen praktisch unlöslich und konnte des-
halb nicht enzymkinetisch vermessen werden. Die Unlöslichkeit entsprechender Analo-
ga wurde bereits in der Literatur beschrieben (Ruggli and Gassenmeier, 1939). 
3.3 Zweiter Synthesezyklus – Modifizierungen an der Anilinfunktion der 
Leitstruktur MI-0007 
Die in diesem Abschnitt diskutierten Inhibitoren wurden von Prof. Dr. Torsten Stein-
metzer für enzymkinetische Messungen zur Verfügung gestellt. Deshalb wird auf die 
Synthese dieser Verbindungen im Rahmen dieser Arbeit nicht eingegangen.  
Aus dem Vergleich vieler Substratsequenzen ist bekannt, dass Furin mindestens zwei, 
besser noch drei basische Aminosäuren benötigt, um diese effektiv zu spalten. Deshalb 
wurden in diesem zweiten Zyklus zusätzliche basische Reste in die Leitstruktur 
MI-0007 eingebaut. Dazu wurde die Anilinfunktion mit Arginin oder aliphatischen 
ω-Aminocarbonsäuren mit Kettenlängen von vier bis sechs Kohlenstoffatomen acyliert. 
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Die terminalen Aminogruppen wurden zusätzlich mit 1H-Pyrazol-1-carboxamidin in die 
Guanidine überführt. Die synthetisierten Verbindungen sind in Tabelle 3.2 zusammen-
gefasst.  














































Die Kopplung von L-Arginin (MI-0039) erhöht im Vergleich zum freien Anilinderivat 
MI-0007 die Affinität kaum (1,1 µM im Vergleich zu 1,8 µM). Die α-Aminogruppe des 
Arginins trägt offenbar nicht zu einer stärkeren Wirksamkeit bei, da das desaminierte 
Analogon MI-0041 eine ähnliche Hemmstärke besitzt. Durch die Kopplung von 
4-Aminobuttersäure an MI-0007 wurde Inhibitor MI-0038 mit einem Ki-Wert von 
1,2 µM erhalten. Durch Guanylierung des terminalen Amins wurde die Hemmwirkung 
um den Faktor zwei verbessert. Mit einem Ki-Wert von 0,5 µM ist der Inhibitor 
MI-0036 die wirksamste Verbindung aus dieser Serie. 
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3.4 Dritter Synthesezyklus – Dimerisierte Inhibitoren 
Guanylierte 2,5-Dideoxystreptaminderivate sind die derzeit wirksamsten nicht-
peptidischen Inhibitoren des Furins (vgl. Kapitel 2.3). Die am stärksten wirksame Ver-
bindung hemmt Furin mit einem Ki-Wert von 6 nM und trägt vier Guanidinogruppen 
(Jiao et al., 2006). Deshalb wurden in einer weiteren Serie Verbindungen mit bis zu vier 
Amidinohydrazongruppen synthetisiert. 
Dazu wurde die Ausgangsverbindung MI-0007 über Malonsäure dimerisiert 
(MI-0035).
3
 Alternativ wurde Chloracetylchlorid als Ausgangsstoff für die Synthese 
weiterer Hemmstoffe verwendet. Dadurch wurde der Zugang zu asymmetrisch substitu-
ierten Inhibitoren möglich, indem zunächst das Säurechlorid an das Anilin gekoppelt 
wurde (Schritt 1, Abbildung 3.8). In einem zweiten Reaktionsschritt erfolgte die Umset-
zung des aliphatischen Chloratoms in einer Williamson-Ether-Synthese mit Phenolen 
(Schritt 3, Abbildung 3.8). Durch Reaktion der synthetisierten Ausgangsverbindungen 
mit Aminoguanidin × HCl wurden die finalen Inhibitoren erhalten. 
Als repräsentatives Beispiel ist die Synthese des Inhibitors MI-0342 in Abbildung 3.8 
dargestellt. Die Synthese der Ausgangsverbindung 3,5-Diacetylanilin erfolgte nach be-
kannten Literaturvorschriften (Ulrich and Cerami, 1984). Über eine Sandmeyer-
Reaktion wurde das korrespondierende Phenol (4) erhalten. Dabei wurde das Anilin im 
ersten Schritt mit Natriumnitrit und Salzsäure in die entsprechende Diazonium-
verbindung überführt. Unter Eliminierung von elementarem Stickstoff verblieb ein 
aromatisches Kation als reaktives Zwischenprodukt, welches mit Wasser zum Phenol 
weiterreagierte.  
                                                 
3
 Die Verbindung wurde von Prof. Dr. Torsten Steinmetzer zur Verfügung gestellt und im Rahmen der 
vorliegenden Arbeit enzymkinetisch charakterisiert.  


























































Abbildung 3.8 Synthese des Inhibitors MI-0342. (1) Im ersten Reaktionsschritt wird das Anilin durch das 
Säurechlorid acyliert. Das durch eine Sandmeyer-Reaktion (2) erhaltene Phenol wird unter Ausbildung 
einer Etherfunktion alkyliert (3). Im finalen Schritt erfolgt die Umwandlung der Carbonylgruppen in die 
Amidinohydrazone (4). 
Die synthetisierten Inhibitoren (Tabelle 3.3) hemmen Furin mit Hemmkonstanten im 
Bereich von ca. 0,5 bis 5 µM, wobei allerdings keine Korrelation der Anzahl der Ami-
dinohydrazongruppen zum Ki-Wert erkennbar ist. Dieser Befund ist in Übereinstim-
mung mit den Untersuchungen von Jiao. Bei den in dieser Arbeit beschriebenen guany-
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lierten 2,5-Dideoxystreptaminderivaten war eine Korrelation der Hemmkonstanten mit 
der Anzahl der Guanidinogruppen ebenfalls nicht gegeben (Jiao et al., 2006). 
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Der wirksamste Inhibitor MI-0342 aus dieser dritten Serie besitzt vier basische Substi-
tuenten, ist aber ähnlich wirksam wie das tribasische ω-Guanidinobuttersäurederivat 
MI-0036 aus der vorhergehenden Serie. Offenbar ist mindestens eine Amidinohydra-
zongruppe an dem phenolischen Phenylring für die Affinität von Bedeutung. Der Inhi-
bitor MI-0339 mit einer unsubstituierten Phenoxygruppe weist im Vergleich zu seinem 
Analogon MI-0345, mit einer Amidinohydrazongruppe am Phenoxyrest, einen fast um 
den Faktor vier schwächeren Ki-Wert auf. Das Fehlen von Amidinohydrazongruppen 
am anilinischen Phenylring kann hingegen durch zwei Amidinohydrazone am Phenoxy-
rest des Moleküls kompensiert werden, so dass Inhibitor MI-0343 einen ähnlichen 
Ki-Wert wie die Verbindung MI-0345 besitzt.  
Der Bindungsmodus der Verbindungen ist momentan noch unbekannt, da es bisher 
nicht gelungen ist, eine Kristallstruktur von Furin mit diesen Amidinohydrazoninhibito-
ren zu erhalten. Wir gehen jedoch davon aus, dass eine Amidinohydrazongruppe die 
S1-Tasche des Furins besetzt. Der Beitrag weiterer Amidinohydrazongruppen und die 
Präferenz für die Substitution am Phenoxyring können strukturell zurzeit nicht erklärt 
werden.  
3.5 Vierter Synthesezyklus – Benzyletherderivate  
Im vierten Synthesezyklus wurde eine andere Synthesestrategie verfolgt, da die bisher 
beschriebenen Versuche, die Hemmwirkung durch den Einbau zusätzlicher basischer 
Gruppen zu verbessern, nur geringen Erfolg hatten. In einem HTS (Komiyama et al., 
2009) wurde ein vom Salicylaldehyd abgeleitetes Amidinohydrazonderivat mit nur ei-
ner basischen Gruppe identifiziert, das Furin mit einer Hemmkonstante von 11,8 µM 
relativ wirksam inhibiert (vgl. Abbildung 2.10 auf Seite 38). Die Phenolfunktion des 
Salicylaldehyds ist zusätzlich mit einem para-Chlorbenzylether substituiert. Da die zu-
vor synthetisierten monovalenten Verbindungen (vgl. Tabelle 3.1) nur eine vernachläs-
sigbare Hemmung mit Ki-Werten > 250 µM zeigten, wurde der Einfluss der Benzyl-
ethergruppe auf die Affinität der Inhibitoren untersucht.  
Im ersten Schritt der zweistufigen Synthese wurde die phenolische Hydroxygruppe des 
Salicylaldehyds mit einem Benzylbromidderivat, unter Zusatz von Kaliumiodid und 
wasserfreiem Kaliumcarbonat, in trockenem THF alkyliert (Lin et al., 2005). Das resul-
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tierende Rohprodukt wurde nach einem Waschschritt mit Aminoguanidin  HCl in das 
























Abbildung 3.9 Synthese der von Salicylaldehydbenzylethern abgeleiteten monovalenten Inhibitoren. 
Zusätzlich wurden drei Derivate (MI-0387 – MI-0389) des Salicylaldehyds syntheti-
siert, die über ein alpha,alpha´-Dibromxylol dimerisiert wurden und somit zwei Amidi-
nohydrazongruppen tragen. Ihre Darstellung erfolgte analog zur Synthese der monova-































Abbildung 3.10 Synthese der mittels einer Xylolgruppe dimerisierten Inhibitoren MI-0387 – MI-0389. 
Die Hemmkonstanten der Verbindungen aus dieser Serie sind in Tabelle 3.4 zusam-
mengestellt. Die Inhibitoren MI-0348 bis MI-0350 leiten sich von 2-, 3- und 
4-Hydroxyacetophenon ab und ihre jeweiligen Phenolfunktionen wurden, wie auch in 
der Referenzverbindung von Komiyama, mit 4-Chlorobenzylbromid derivatisiert. Alle 
drei Stellungsisomere zeigen nur eine schwache Hemmung des Furins (Ki > 300 µM). 
Als Referenz wurde außerdem der vom Salicylaldehyd abgeleitete Inhibitor MI-0359 
synthetisiert. Der von uns bestimmte Ki-Wert von 25 µM liegt in der gleichen Größen-
ordnung wie der in der Literatur beschriebene Wert von 11,8 µM (Komiyama et al., 
2009). Aufgrund dieser Ergebnisse wurden in dieser Serie keine weiteren Derivate des 
Acetophenons dargestellt, sondern ausschließlich Salicylaldehyd als Grundgerüst ver-
wendet.  
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Tabelle 3.4 Hemmung des Furins durch Amidinohydrazonderivate verschiedener Phenoxybenzyl-
















































































































Die in para-Position halogenierten Benzylether des Salicylaldehyds besitzen alle eine 
ähnliche Hemmwirkung, wobei das wirksamste Derivat die Referenzverbindung mit 
einer para-Chlorsubstitution ist. Eine vergleichbare Affinität weist Verbindung 
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MI-0391 mit einem Chloratom in meta-Position auf (Ki = 35 µM). Allerdings scheinen 
die Halogenatome die Bindungsstärke nur schwach zu beeinflussen, da auch eine un-
substituierte Benzylgruppe (MI-0384) lediglich einen um den Faktor zwei verringerten 
Ki-Wert im Vergleich zur wirksamsten Verbindung dieser Reihe aufweist. 
Substituenten wie ein 4-Cyanobenzylether bei Inhibitor MI-0394 oder zwei Chloratome 
in ortho- und para-Position des Benzylrestes im Falle der Verbindung MI-0393 sind 
ungünstig für die Affinität. Die sterisch noch anspruchsvolleren Verbindungen MI-0385 
mit einem Naphthylether und MI-0390 mit einem para-Trifluormethylbenzylether sind 
mit Ki-Werten > 500 µM unwirksam. Ebenfalls weniger wirksam als der Inhibitor mit 
dem unsubstituierten Benzylether sind polare Substituenten wie eine Nitro- (MI-0395) 
oder eine Carboxylgruppe (MI-0398) in para-Position.  
Die Ergebnisse deuten darauf hin, dass der Benzylether einen eher kleinen, hydropho-
ben Bereich adressiert, jedoch ist der exakte Bindungsmodus dieser Verbindungen un-
bekannt. Zu berücksichtigen ist auch, dass gegebenenfalls nicht alle Inhibitoren dieser 
Serie mit dem Amidinohydrazon die S1-Tasche besetzen und somit unterschiedliche 
Bindungsmodi möglich sind.  
Der über ein ortho-Xylol dimerisierte Inhibitor MI-0387 mit zwei Amidinohydrazon-
gruppen besitzt eine Hemmkonstante von 4,3 µM und ist damit ähnlich wirksam wie die 
Inhibitoren aus der ersten Serie. Das para-Xylolderivat MI-0388 hingegen hat im Ver-
gleich zu dem ortho- und dem meta-Derivat eine mehr gestreckte Konformation und 
einen deutlich höheren Ki-Wert von 147 µM.  
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3.6 Inhibitoren anderer Strukturtypen 
Neben den vier bereits beschriebenen Serien wurden noch andere Grundbausteine zur 
Synthese der Inhibitoren verwendet. Die erhaltenen Verbindungen sind in Tabelle 3.5 
zusammengestellt.  

















































































































Aus Arbeiten zu substratanalogen Inhibitoren des Furins war bekannt, dass auch Ver-
bindungen mit einem P1-Guanidinomethylphenylrest Furin im mikromolaren Bereich 
hemmen (Becker et al., 2010). Deshalb wurde para-Diaminoxylen mit 1H-Pyrazol-1-
carboxamidin zum Bis-Guanidinderivat MI-0319 umgesetzt. Die Verbindung zeigt kei-
ne Hemmwirkung auf Furin bei der eingesetzten Konzentration von 1 mM. Da eine Ad-
ressierung der S1-Tasche mit einem solchen Motiv prinzipiell möglich sein sollte, kann 
offenbar keine zusätzliche Spezifitätstasche besetzt werden.  
Das kommerziell erhältliche 4-Acetyl-4-phenylpiperidin wurde ebenfalls in das korres-
pondierende Amidinohydrazon umgewandelt und zur Besetzung weiterer Subtaschen 
der Piperidinring mit einem Arginin acyliert. In einem weiteren Inhibitor wurde zwi-
schen dem Arginin und dem Piperidinring eine Glycinbrücke eingebaut. Für die erhal-
tenen Inhibitoren MI-0344 und MI-0347 konnten nur moderate Ki-Werte zwischen 25 
und 40 µM bestimmt werden. Deshalb wurde das 4-Acetyl-4-phenylpiperidin nicht wei-
ter als Grundbaustein verwendet.  
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Die drei Inhibitoren mit der Sulfonamidgruppe greifen die Idee der monovalenten Inhi-
bitoren aus dem vierten Synthesezyklus wieder auf. Der Inhibitor MI-0040 mit zwei 
Amidinohydrazonen und einem unpolaren Phenylsulfonamid hat einen Ki-Wert von 
1,6 µM. Die Rationale für die Synthese von MI-0351, MI-0352 und MI-0355 war, eine 
Amidinohydrazonfunktion durch ein polares Phenylsulfonamid zu ersetzen. Von diesen 
Derivaten ist Verbindung MI-0352 mit einem 4-Nitrophenylsulfonamid und einem 
Ki-Wert von 31 µM am wirksamsten.  
3.7 Stabilitätsuntersuchungen  
Für den α2-Agonisten Guanabenz wurden verschiedene Zersetzungsprodukte (Abbil-





























Abbildung 3.11 Stabilität von Guanabenz in Abhängigkeit von pH-Wert, Temperatur und Lichteinstrah-
lung. 
Im sauren Medium wurden die Rückreaktion zum entsprechenden 1,3-Dichlor-
benzaldehyd und der Austausch des Iminstickstoffs gegen ein Sauerstoffatom unter Bil-
dung eines Semicarbazons beobachtet. Guanabenz ist thermisch über vier Wochen bei 
100 °C sehr stabil und zeigt keinerlei Zersetzung. Unter Lichteinstrahlung, unabhängig 
vom pH-Wert der Lösung, erfolgt eine reversible Isomerisierung der Amidinohydra-
zongruppe. Dunkel gelagerte Lösungen isomerisieren nur im sauren Milieu. 
Mittels UV-Spektroskopie können Guanabenz das E- oder das Z-Isomer zugeordnet 
werden. Die E-Form zeigt ein Absorptionsmaximum bei ca. 280 nm, die Z-Form hinge-
gen zeigt eine wesentlich geringere Absorption bei dieser Wellenlänge. Ursächlich da-
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für ist, dass das E-Isomer eine langgestreckte Form, das Z-Isomer hingegen eine gewin-
kelte Struktur einnimmt (Abbildung 3.12). Damit ergibt sich ein längeres konjugiertes 
π-Elektronensystem für die E-Form und eine stärkere Absorption im längerwelligen 
Bereich (Shearer and DeAngelis, 1979). 
 
 
Abbildung 3.12 Stereobilder der energieminimierten Strukturen des E- und Z-Isomers von Guanabenz 
als Ball- und Stickmodell. Kohlenstoffatome sind grau, Stickstoffatome blau, Chloratome grün und Was-
serstoffatome hellgrau eingefärbt. Erkennbar ist die langgestreckte, beinahe planare Konformation des 
E-Isomers (oben) und die gewinkelte Konformation des Z-Isomers (unten). 
Entsprechende Untersuchungen wurden auch mit den Inhibitoren MI-0301 und MI-0307 
durchgeführt. Die Verbindungen MI-0301 und MI-0307 sind vom 1,4-Diacetylbenzol 
und vom Terephthalaldehyd abgeleitete bivalente Amidinohydrazonderivate (Ta-
belle 3.1 auf Seite 43). Beide Modellverbindungen wurden bei Raumtemperatur jeweils 
in 0,1 M Salzsäure und in Furin-Messpuffer pH 7,0 (vgl. Kapitel 7.2.2) inkubiert und 
über 15 Tage dem Tageslicht ausgesetzt. Die HPLC-Chromatogramme zu Beginn der 
Versuchsreihe wiesen nur einen Peak auf.  
Im zeitlichen Verlauf wurde für die Inhibitoren jeweils ein charakteristisches Zerset-
zungsprodukt detektiert, das früher eluiert und damit eine hydrophilere Verbindung dar-
stellt. Ausschnitte aus den analytischen HPLC-Chromatogrammen für die Ansätze in 
Messpuffer sind in Abbildung 3.13 dargestellt.  
  




Abbildung 3.13 Ausschnitte der analytischen HPLC-Chromatogramme nach 15 Tagen Inkubation der 
Inhibitoren MI-0301 (links) und MI-0307 (rechts) in Messpuffer. Die spitzeren Peaks mit einer höheren 
Retention stellen die Ausgangsverbindungen, die breiteren Peaks mit einer niedrigeren Retention stellen 
die Zersetzungsprodukte dar. Die Chromatogramme wurden unter den Standardbedingungen, wie in Ab-
schnitt 7.1.3 beschrieben, entwickelt und bei einer Acetonitrilkonzentration von 1 % begonnen. 
Für den Inhibitor MI-0307 ergaben sich in dem Ansatz mit 0,1 M HCl analoge Ergeb-
nisse. Verbindung MI-0301 hingegen war in diesem sauren pH-Wert stabil, so dass kei-
ne Zersetzungsprodukte detektiert werden konnten. Die UV-Absorptionsspektren zu den 
jeweiligen Peaks sind in Abbildung 3.14 dargestellt. 
 
Abbildung 3.14 UV-Absorptionsspektren der Inhibitoren MI-0301 (links) und MI-0307 (rechts). Die 
schwarze Linie stellt das Spektrum der hydrophoberen Ausgangsverbindung, die graue Linie das Spek-
trum des hydrophileren Zersetzungsprodukts dar.  
Es ist erkennbar, dass die jeweilige Ausgangsverbindung im Vergleich zu den Zerset-
zungsprodukten eine deutlich stärkere Absorption bei Wellenlängen um 300 nm auf-
weist. In Übereinstimmung mit den Ergebnissen von Shearer and DeAngelis deutet dies 
auf eine teilweise Isomerisierung der Amidinohydrazone hin (Shearer and DeAngelis, 
1979). Um das Vorliegen der korrespondierenden Semicarbazone auszuschließen, wur-
den mittels Massenspektrometrie die molekularen Massen der Verbindungen, die je-
weils beiden Peaks der Chromatogramme in Abbildung 3.13 entsprechen, bestimmt. Da 
die molekularen Massen der Ausgangsverbindungen und der jeweiligen Zersetzungs-
produkte identisch sind, konnte die Bildung der korrespondierenden Semicarbazone 
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ausgeschlossen werden. Zusammenfassend deuten die Untersuchungen darauf hin, dass 
durch eine Inkubation in wässrigen Puffersystemen bei pH 7,0 eine Isomerisierung der 
Amidinohy-drazone sattfindet. Bereits nach drei Tagen sind ca. 50 % isomerisiert. Bei 
längerer Inkubationszeit bleibt das Verhältnis beider Spezies zueinander stabil, so dass 
auf das Vorliegen eines Gleichgewichts beider Isomere geschlossen werden kann.  
3.8 Untersuchungen zum Bindungsmodus 
Da Furin zwei saure Aspartatreste am Boden der S1-Tasche besitzt und aus der Kennt-
nis des Bindungsmodus des irreversiblen Inhibitors Dec-Arg-Val-Lys-Arg-CMK 
(Henrich et al., 2003), stand zu Beginn der Arbeit die Annahme, dass die moderat ba-
sischen Amidinohydrazone in der Lage sein sollten, in die S1-Tasche zu binden.  
Zurzeit konnte noch keine Kristallstruktur von Furin mit Amidinohydrazon-Inhibitoren 
gelöst werden. Deshalb wurden mittels Docking mögliche Bindungsmodi mit ausge-
wählten Hemmstoffen unter Verwendung der bekannten Kristallstruktur des Furins 
(1P8J.pdb) bestimmt. Für den Inhibitor MI-0356 (Ki = 12 µM) konnte eine sinnvolle 
Dockinglösung erhalten werden, die in Abbildung 3.15 dargestellt ist. In sämtlichen 23 
Dockinglösungen war die S1-Tasche von einer Amidinohydrazonfunktion besetzt, al-
lerdings war die zweite basische Amidinohydrazonfunktion nur in sieben berechneten 
Strukturen in die S2-Tasche gerichtet. In den anderen Lösungen wurde sie in den Be-
reich um das katalytische Serin gelegt. Da in einigen berechneten Lösungen die Amidi-
nohydrazone keine planare mit der sp
2
-Hybridisierung der Stickstoffe vereinbare 
Konformation eingenommen haben, wurde die Anzahl sinnvoller Lösungen weiter ein-
geschränkt. 
In dem in Abbildung 3.15 ausgewählten Bindungsmodus sind die sp
2
-Stickstoffe planar, 
wobei die Amidinohydrazongruppen in der S1- und der S2-Tasche eine Torsion von 
14,4° bzw. 23,5° gegenüber dem Phenylring aufweisen. Dieser Wert ist in Überein-
stimmung mit den Kristallstrukturen ähnlicher Amidinohydrazonverbindungen von Gy-
örgydeák (vgl. Abschnitt 3.1.1 auf Seite 41). 




Abbildung 3.15 Stereobild der berechneten Konformation des Inhibitors MI-0356 im aktiven Zentrum 
des Furins (1P8J.pdb). Die Farbe der Oberfläche des Enzyms entspricht dem berechneten negativen 
(10 kT/e, rot) und positiven (-15 kT/e, blau) elektrostatischen Potential. Als scoring-Funktion wurde 
London-dG und Forcefield als Refinement verwendet. Die Positionen der Aminosäuren des Furins, zu 
denen der Inhibitor Wechselwirkungen ausbilden kann, sind beschriftet.  
Die möglichen Wechselwirkungen des Inhibitors MI-0356 in der S1-Tasche und zum 
Vergleich die Seitenkette des Arginins aus dem Inhibitor Dec-RVKR-CMK, sind in 
Abbildung 3.16 dargestellt. Es ist erkennbar, dass das Guanidin aus dem Arginin und 
das Amidinohydrazon ähnlich positioniert sind, so dass sich analoge Wechselwirkungen 
mit den Aminosäuren des Furins am Boden der S1-Tasche ergeben. Die Seitenketten 
von Asp258 und Asp306 sowie der Carbonylsauerstoff des Ala292 liegen in Entfernun-
gen, die den typischen Längen von Wasserstoffbrückenbindungen entsprechen.  
In der S2-Tasche liegen die Seitenketten von Asp154 in 3,4 Å und der Carbonylsauer-
stoff des Asp191 in 2,7 Å Entfernung und damit innerhalb der Bindungslänge von Was-
serstoffbrückenbindungen (Abbildung 3.17). 




Abbildung 3.16 Stereobild der berechneten Position des Inhibitors MI-0356 in der S1-Tasche des Furins. 
Mögliche Interaktionen zu den Aminosäuren an der Enzymoberfläche sind mit gestrichelten grünen Li-
nien dargestellt. Überlagert ist der Inhibitor Dec-RVKR-CMK aus der Kristallstruktur mit braunen Koh-
lenstoffen. Die grünen Linien stellen mögliche Interaktionen des Arginins aus dem kovalenten Inhibitor 
zu den Aminosäuren des Furins dar.  
 
Abbildung 3.17 Stereobild der berechneten Position des Inhibitors MI-0356 in der S2-Tasche des Furins. 
Mögliche Interaktionen zu den Aminosäuren an der Enzymoberfläche sind mit gestrichelten grünen Li-
nien dargestellt. Überlagert ist der Inhibitor Dec-RVKR-CMK aus der Kristallstruktur mit braunen Koh-
lenstoffen. Die grünen Linien stellen mögliche Interaktionen des Lysins aus dem kovalenten Inhibitor zu 
den Aminosäuren des Furins dar. 
In einer letzten Untersuchungsreihe sollte der Bindungsmodus der Inhibitoren mit ver-
schieden substituierten Benzylethern untersucht werden. Dazu wurden mögliche Positi-
onen des wirksamsten Vertreters aus der Serie (MI-0359) und eines nicht wirksamen 
Vertreters (MI-0390) berechnet (Tabelle 3.4 auf Seite 53). Die Amidinohydrazongrup-
pen beider Verbindungen haben bevorzugt die S1-Tasche besetzt. Es ergaben sich je-
doch keine eindeutigen Hinweise auf Wechselwirkungen der halogenierten Benzyl-
ethergruppen, für deren Ausrichtung mehrere Möglichkeiten gefunden wurden. 
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In den meisten Fällen zeigte die Benzylethergruppe in den zentralen Bereich zwischen 
S1- und S2-Tasche. In den anderen Fällen wies sie entweder in Richtung des Lösungs-
mittels oder in Richtung der S1`-Tasche. Es konnte jedoch kein eindeutiger Interakti-
onspartner für das aromatische Chloratom bestimmt werden. Durch die Dockinglösung-
en ist auch nicht erklärbar, warum Verbindung MI-0390 mit einer Trifluormethylgruppe 
deutlich weniger wirksam ist. 
3.9 Untersuchungen zur Selektivität 
Bei der Entwicklung von potenziellen Arzneistoffen steht auch die Untersuchung der 
Selektivität der synthetisierten Verbindungen im Fokus. Im Allgemeinen wird nur die 
Hemmung des Zielenzyms angestrebt, um Nebenwirkungen möglichst zu vermeiden.  
Für die Untersuchung der Selektivität wurden die trypsinartigen Serinproteasen aus der 
Chymotrypsin-Subfamilie Thrombin, Faktor Xa und Plasmin sowie bakterielles Subtili-
sin verwendet. Thrombin und Faktor Xa gehören zur Blutgerinnungskaskade und sind 
an der Hämostase beteiligt, Plasmin hingegen ist für die Fibrinolyse verantwortlich. 
Subtilisin gehört wie Furin zur Familie S8 der Serinproteasen (Rawlings et al., 2010) 
und wurde deshalb für Selektivitätsuntersuchungen ausgewählt. 
Für diese Untersuchungen wurden verschiedene Inhibitoren ausgewählt. Aus der ersten 
Syntheseserie wurden die drei para-substituierten Inhibitoren (MI-0301, MI-0307, 
MI-0310) und der wirksamste dimerisierte Vertreter aus der dritten Serie (MI-0342) mit 
Thrombin vermessen. Nur Inhibitor MI-0342 hemmt Thrombin mit einem Ki-Wert von 
0,9 µM, die drei anderen Verbindungen zeigen eine Hemmkonstante > 60 µM.  
Die Inhibitoren MI-0036 bis MI-0041 wurden neben Thrombin auch mit Plasmin und 
Faktor Xa untersucht. Mit Ausnahme von MI-0040 (Ki(Thrombin) = 32 µM) zeigen alle 
anderen Verbindungen keine signifikante Thrombinaffinität. Faktor Xa wird nur von 
dem potentesten Derivat (MI-0017) mit einem Ki-Wert von 16 µM gehemmt, alle ande-
ren Inhibitoren zeigen für Faktor Xa geringere Affinitäten. Plasmin wird von allen ver-
messenen Inhibitoren nicht bzw. nur sehr schwach gehemmt (Tabelle 3.6).  
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Tabelle 3.6 Hemmkonstanten von ausgewählten Inhibitoren für die Serinproteasen Thrombin, Faktor Xa 
und Plasmin. Zum Vergleich sind die Ki-Werte für Furin angegeben. 
MI-  
Ki (µM) 
Thrombin Faktor Xa Plasmin Furin 
0036 800 16 1000 0,5 
0037 1000 1000 1000 1,4 
0038 1000 1000 110 1,2 
0039 1000 1000 1000 1,1 
0040 32 80 400 1,6 
0041 1000 1000 1000 1,0 
0301 786 n.b. n.b. 1,8 
0307 68 n.b. n.b. 1,5 
0310 1000 n.b. n.b. 173 




Für das Enzym Subtilisin wurden aufgrund der vernachlässigbaren Hemmung lediglich 
prozentuale Hemmraten, bezogen auf die maximale Reaktionsgeschwindigkeit des En-
zyms, berechnet. Vermessen wurden aus der ersten Inhibitorserie die von den jeweiligen 
Ketonen bzw. Aldehyden abgeleiteten para- (MI-0301 und MI-0307) und meta-
substituierten (MI-0303 und MI-0356) Bis-Amidinohydrazonderivate. Außerdem wur-
den die Hemmraten des mit einer ω-Guanidinobuttersäure acylierten Inhibitors MI-0036 
aus der zweiten Serie und der mit einem Malonyllinker dimerisierten Verbindung 
MI-0035 bestimmt. Die wirksamsten Verbindungen bewirken bei der verwendeten In-
hibitorkonzentration von 80 µM eine Hemmung von ca. 8 % (Tabelle 3.7). 
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0035 7,7 % 1,1 
0036 7,9 % 0,5 
0301 7,9 % 1,8 
0303 0 % 4,8 
0307 0 % 1,5 
0356 4,4 % 12 
 
Alle untersuchten Amidinohydrazone sind nur relativ schwache Inhibitoren der vier 
getesteten Proteasen. Obwohl Thrombin, Faktor Xa und Plasmin eine starke Präferenz 
für Inhibitoren mit einem Arginin in P1-Position haben, zeigt auch Inhibitor MI-0039, 
der mit einem Arginin substituiert ist, keine Affinität zu den Proteasen. Im Gegensatz zu 
der S1-Tasche des Furins kann diese Tasche im Falle der trypsinartigen Serinproteasen 
offenbar nicht von den Inhibitoren besetzt werden. Nur die Verbindung MI-0342 inhi-
biert Thrombin etwas stärker im submikromolaren Bereich. Der Bindungsmodus dieser 
Verbindung in Thrombin ist jedoch unbekannt. 
Die Hemmwirkung der getesteten Inhibitoren auf bakterielles Subtilisin ist zu schwach, 
so dass keine Affinitätskonstanten bestimmt werden konnten. Die errechnete prozentu-
ale Hemmung ist entsprechend gering und kann mit den Unterschieden erklärt werden, 
die Furin und Subtilisin an ihre Substrate stellen. Während Furin, wie zuvor beschrie-
ben, mindestens zwei bis drei basische Reste in Inhibitoren und Substraten für eine gute 
Affinität benötigt, akzeptiert Subtilisin in P4- und P2-Position keine basischen Reste. In 
P1-Position werden Arginin und Lysin akzeptiert, es besteht jedoch eine Präferenz für 
nicht basische Aminosäuren (Rawlings et al., 2010).  
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4 Human Airway Trypsin like Protease – HAT 
4.1 Einführung 
Die Serinprotease HAT wurde erstmals im Sputum von Patienten mit chronischer Bron-
chitis identifiziert (Abschnitt 4.1.1). Sie gehört zur Klasse der Typ-II-Transmembran-
serinproteasen, die sich in vier Unterfamilien aufteilt (Abschnitt 4.1.2). Neben der 
membrangebundenen HAT, die z. B. auf der Oberfläche zilientragender Zellen der Tra-
chea lokalisiert ist, wurde auch eine durch shedding gebildete lösliche Form nachgewie-
sen (Abschnitt 4.1.3). Eine Übersicht über bisher bekannte Inhibitoren und Substrate der 
HAT geben die Abschnitte 4.3 und 4.4. Ihre exakte physiologische Funktion ist noch 
unbekannt; pathophysiologisch ist sie möglicherweise am Entzündungsgeschehen (Ab-
schnitt 4.1.4) und der Spaltung des Hämagglutininprecursors von Influenzaviren betei-
ligt (Abschnitt 4.5). Zur Behandlung der Virusgrippe sollten deshalb prinzipiell HAT-
Hemmstoffe einsetzbar sein. Da bisher nur wenige Inhibitoren der HAT beschrieben 
worden sind, wurden im Rahmen dieser Arbeit erstmals substratanaloge Amidinoderi-
vate als HAT-Inhibitoren entwickelt und charakterisiert. Zur Verdeutlichung des Bin-
dungsmodus dieser Inhibitoren wurde ein Homologiemodell der HAT erstellt (Abschnitt 
4.2). 
4.1.1 Identifizierung der HAT 
Im eitrigen Sputum von Patienten mit chronischer Bronchitis und bronchialem Asthma 
wurde 1997 durch Zugabe des Trypsinsubstrats Boc-Phe-Ser-Arg-AMC eine proteoly-
tische Aktivität nachgewiesen. Durch Gelfiltration wurde festgestellt, dass diese Aktivi-
tät nur in Fraktionen mit einem Molekulargewicht von 27 kDa auftritt (Yasuoka et al., 
1997).  
Zur Isolierung der Protease wurde das rohe Sputum einem dreistufigen Aufreini-
gungsprozess unterzogen. Nach einer Ionenaustauschchromatographie folgte eine Affi-
nitätschromatographie mit einer Benzamidin-Sepharose-Säule. Das Enzym wurde mit 
einem Acetatpuffer pH 4,0 eluiert und anschließend durch Größenausschluss-
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chromatographie gereinigt. Aus 900 mL rohem Sputum konnten so 7 µg der aktiven 
Protease gewonnen werden (Yasuoka et al., 1997). 
Durch Sequenzierung wurde bestimmt, dass ein 20 Aminosäuren umfassender 
N-terminaler Bereich dieser Protease homolog zu humanem Trypsin und anderen tryp-
sinartigen Proteasen ist. Über die bekannte Nukleotidsequenz dieses Bereichs konnte 
die cDNA der Protease synthetisiert und so die Primärstruktur des Enzyms aufgeklärt 
werden (Yamaoka et al., 1998). Die 1254 Nucleotide codieren für 418 Aminosäuren.
4
 
Der erwähnte 20 Aminosäuren umfassende, N-terminale Bereich der Proteasedomäne 
erstreckt sich in der Primärstruktur von Ile187 bis Leu206, so dass zwischen dem 
Arg186 und Ile187 eine Spaltung des Zymogens erfolgt sein müsste. Später wurde fest-
gestellt, dass nach der Spaltung beide Teile der Protease über eine Disulfidbrücke ver-
bunden sind und in der Membran verankert bleiben (Hooper et al., 2001; Takahashi et 
al., 2001). Erst eine zweite Spaltung, das sogenannte shedding, führt zu der löslichen 
Form der HAT, die ursprünglich im Sputum der Patienten entdeckt wurde. Der Protease 
wurde aufgrund ihrer Homologie zu Trypsin und ihres Auftretens in den Atemwegen 
der Name human airway trypsin-like protease (HAT) gegeben (Yasuoka et al., 1997). 
Der proteolytisch nicht aktive Teil der Protease beinhaltet einen ungeladenen, hydro-
phoben Bereich (Aminosäuren 13 bis 43), der typisch für Transmembrandomänen ist 
und von Arg12 und Asp44 flankiert wird. Um zu bestimmen, ob der Bereich C- oder 
N-terminal der Transmembrandomäne ins Cytosol gerichtet ist, wurde jeweils die 
Summe der Ladungen in einem sich an die Transmembrandomäne anschließenden 15 
Aminosäuren umfassenden Abschnitt bestimmt. Da in dem Abschnitt N-terminal der 
Transmembrandomäne ein positiver Ladungsüberschuss vorliegt, stellt dieser Bereich 
die zytosolische Domäne dar. Die katalytische Domäne ist somit extrazellulär lokali-
siert; damit gehört HAT zu den Typ-II-Transmembran-Serinproteasen (Yamaoka et al., 
1998).  
In Ratten wurde ein homologes Enzym identifiziert, die adrenal secretory protease 
(AsP). Die AsP ist wesentlich kleiner als HAT, besitzt keine Transmembrandomäne und 
stellt eine Splicevariante dar. Sie ist möglicherweise an der Entstehung von Tumoren 
der Nebennierenrinde beteiligt; in menschlichen Tumoren konnte die AsP jedoch nicht 
                                                 
4
 Um eine Kennzeichnung der N-terminalen Bereiche zu ermöglichen, bezieht sich in diesem Abschnitt 
die Nummerierung der Aminosäuren auf das Zymogen der HAT. 
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nachgewiesen werden. Es wird jedoch vermutet, dass eine Protease aus der HAT-
Subfamilie, die DESC-1, ähnliche Funktionen wie die AsP im menschlichen Körper 
übernimmt (Bicknell et al., 2001; Hansen et al., 2004; Hahner et al., 2005). 
Die katalytische Triade der HAT setzt sich aus His227(57)
5
, Asp 272(102) und 
Ser368(195) zusammen. Damit gehört HAT zur Familie der chymotrypsinartigen Endo-
proteasen (Subfamilie S1, Uniprot accession-code Q8VHJ4, Merops-Code S01.047). In 
der Literatur werden für HAT auch die Synonyme adrenal secretory serine peptidase 
und TMPRSS11D verwendet (Rawlings et al., 2010). 
4.1.2 Klasse der Typ-II-Transmembranserinproteasen (TTSP II) 
Im Menschen umfasst die Klasse der Typ-II-Transmembranserinproteasen zurzeit 19 
Mitglieder. Außerdem wurden in allen Wirbeltieren und in einer Drosophila-Art Vertre-
ter dieser Klasse gefunden (Antalis et al., 2011). 
Die Transmembranserinproteasen vom Typ II werden in vier Subfamilien unterteilt: die 
HAT/DESC-, die Hepsin/TMPRSS-, die Matriptase- und die Corinsubfamilie. In Abbil-
dung 4.1 ist der schematische Aufbau der HAT, der TMPRSS2, der Matriptase und der 
AsP dargestellt.  
 
Abbildung 4.1 Domänenstruktur ausgewählter Transmembranserinproteasen vom Typ II. Dargestellt ist 
der schematische Aufbau der HAT, der homologen Protease AsP aus Ratten, der TMPRSS2 und der Ma-
triptase. Darstellung modifiziert nach Szabo (Szabo and Bugge, 2008).  
 
                                                 
5
 Die Angaben in Klammern entsprechen der Chymotrypsinogennummerierung. 
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Alle Vertreter aus den vier Subfamilien werden als Zymogene synthetisiert, die durch 
enzymatische Spaltung nach einem spezifischen Arginin oder Lysin aktiviert werden. 
Für HAT, wie auch für Matriptase, Hepsin und TMPRSS2 bis 4 wurde eine autokataly-
tische Aktivierung beschrieben (Szabo and Bugge, 2008; Böttcher-Friebertshäuser et 
al., 2010). Nach erfolgter Aktivierung bleiben die C-terminalen Proteasedomänen über 
eine Disulfidbrücke mit den N-terminalen Transmembrandomänen kovalent verbunden, 
so dass sie ihre Aktivität in Zellkompartimenten oder auf der Zelloberfläche entfalten. 
In der HAT/DESC-Familie, in Matriptase 1 bis 3 und der Enteropeptidase wurde außer-
dem eine sogenannte SEA-Domäne identifiziert. SEA ist die Abkürzung für Sea urchin 
sperm protein, Enteropeptidase and Agrin, den ersten Proteinen, in denen diese Domä-
ne gefunden wurde (Bork and Patthy, 1995). Die Funktion dieses Bereichs ist zurzeit 
noch unbekannt, allerdings gibt es Hinweise, dass die SEA-Domänen in Zusammen-
hang mit Glykosilierungsreaktionen stehen. Von Matriptase und Enteropeptidase ist 
bekannt, dass in dieser Region eine autokatalytische Spaltung erfolgt, die Vorausset-
zung für die Aktivierung der Protease ist. Die bekannten, nicht membrangebundenen 
Formen der HAT (vgl. Abschnitt 4.1.1), Matriptase, TMPRSS2 und Enteropeptidase 
werden möglicherweise über eine zweite Spaltung innerhalb der SEA-Region von der 
Oberfläche der Zellen freigesetzt. Durch dieses sogenannte shedding entstehen lösliche 
Formen dieser Proteasen. Allerdings sind die genauen Mechanismen bisher noch nicht 
vollständig aufgeklärt (Levitin et al., 2005; List et al., 2006; Bugge et al., 2009). 
Neben der SEA-Domäne konnten noch weitere charakteristische Abschnitte in den an-
deren Proteasen identifiziert werden. Deren Bedeutung ist noch nicht vollständig geklärt 
und Gegenstand zahlreicher Untersuchungen.  
Viele Transmembranserinproteasen vom Typ II zeigen relativ strikte Expressionsmus-
ter. Während HAT hauptsächlich in der Trachea lokalisiert ist (vgl. Abschnitt 4.1.3), 
werden z. B. Corin nur im Herz, Hepsin in der fetalen Leber und Niere und Enteropep-
tidase im Intestinaltrakt exprimiert. Eine Ausnahme ist Matriptase, die zunächst in hu-
manen Brustkrebszelllinien identifiziert wurde. Sie hat von allen Proteasen aus dieser 
Klasse das breiteste Expressionsmuster und wird ubiquitär exprimiert; für einen Über-
blick über die Expressionsmuster dieser Proteasen sei auf die Artikel von Antalis und 
Szabo verwiesen (Szabo et al., 2003; Antalis et al., 2011).  
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Physiologische Funktionen dieser Proteasen sind Gegenstand zahlreicher Studien und in 
verschiedenen Übersichtsartikeln zusammengefasst (Szabo and Bugge, 2008; Antalis et 
al., 2011). Für die Proteasen aus der HAT/DESC-Subfamilie konnten allerdings bisher 
in-vivo keine physiologischen Funktionen nachgewiesen werden (Kyrieleis et al., 2007). 
Pathophysiologisch scheinen verschiedene Mitglieder der TTSP-II-Klasse mit der Ent-
stehung und dem Wachstum von Tumoren eng verknüpft zu sein, worauf die erhöhte 
Expression von u. a. Matriptase, Hepsin und TMPRSS2 in einigen Tumorgeweben hin-
deutet. Hepsin ist an der Entstehung vieler Prostatakarzinome beteiligt und eine Über-
expression von Hepsin in den Tumoren ist Anlass für eine ungünstige klinische Progno-
se. Matriptase ist möglicherweise an der Entstehung einer Vielzahl verschiedener Tu-
more beteiligt (Uhland, 2006), während TMPRSS2 oft in Tumoren der Prostata gefun-
den wurde. Andere Typ-II-Transmembranserinproteasen konnten bisher nicht eindeutig 
mit Krebserkrankungen in Verbindung gebracht werden. 
4.1.3 Lokalisation der HAT 
Wie beschrieben wurde die lösliche Form der HAT im Sputum von Patienten mit chro-
nischen Atemwegserkrankungen erstmals entdeckt. HAT wurde jedoch auch im Tra-
cheagewebe gesunder, nicht chronisch erkrankter Patienten nachgewiesen (Yamaoka et 
al., 1998). 
Ihre Expression ist allerdings nicht auf Atemwegsgewebe beschränkt. Mittels quantita-
tiver PCR konnte HAT-spezifische mRNA in verschiedenen Geweben nachgewiesen 
werden, vor allem im oberen Gastrointestinaltrakt in Zunge und Ösophagus. Geringere 
Mengen wurden auch in Blase, Prostata, Hoden und Rückenmark nachgewiesen; das 
Ausmaß der Expression erreicht jedoch nicht jenes von Tracheagewebe. In Herz, Pla-
zenta, Leber und Nebenniere konnte keine mRNA der HAT gefunden werden. Zu be-
rücksichtigen ist, dass der Nachweis von mRNA nicht mit proteolytischer Aktivität der 
Protease gleichzusetzten ist, da nicht jede mRNA in der Zelle translatiert wird. 
In bronchialen, zilientragenden Epithelzellen der Trachea ist es gelungen, HAT mittels 
spezifischen Antikörpern immunhistochemisch anzufärben (Abbildung 4.2). Die Protea-
se konnte in und auf der Oberfläche der Epithelzellen detektiert werden, dagegen wurde 
die Protease nicht in Mastzellen und serösen Drüsen unterhalb der Schleimhaut gefun-
den. Auf subzellularer Ebene wurden Bereiche im rauen endoplasmatischen Retikulum 
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und im Golgi-Apparat angefärbt. Außerdem wurde HAT auf der luminalen Seite der 
Zilienzellen und somit die membranverankerte Form der Protease nachgewiesen 
(Takahashi et al., 2001). 
 
Abbildung 4.2 Histologischer Nachweis der HAT im Tracheagewebe. Das Präparat aus Bronchialgewebe 
wurde mit einem HAT-spezifischen Antikörper inkubiert und mit der Avidin-Biotin-Peroxidasemethode 
angefärbt. Der positive Nachweis der HAT ist durch braune Färbung in und auf den ziliären Zellen er-
kennbar. In den serösen Drüsen (G) und Zellen der Basalschicht (Pfeil) ist HAT nicht nachweisbar. Ab-
bildung übernommen aus (Takahashi et al., 2001). 
4.1.4 Physiologie und Pathophysiologie 
Die physiologischen Funktionen der HAT sind zurzeit nicht bekannt. Wie in Abschnitt 
1.2.1 beschrieben, konnte jedoch nachgewiesen werden, dass Trypsin Influenzahämag-
glutinin aktivieren kann. Da Trypsin aber nicht in den Atemwegen exprimiert wird, 
muss die Aktivierung durch eine andere Protease erfolgen. So konnte 2006 bewiesen 
werden, dass HAT den Hämagglutininprecursor saisonaler Influenzaviren prinzipiell 
spalten kann (Böttcher et al., 2006). Diese Untersuchungen werden in Abschnitt 4.5 
ausführlicher beschrieben. 
Eine Reihe weiterer Studien weisen auf die Beteiligung der HAT am Entzündungsge-
schehen und der Entwicklung von bronchialem Asthma hin (Szabo and Bugge, 2008). 
Die Proliferation bronchialer Fibroblasten wird möglicherweise über HAT-induzierte 
Aktivierung des protease-aktivierbaren Rezeptors 2 (PAR-2) vermittelt (Matsushima et 
al., 2006). Bronchiale Fibroblasten sind an der Reparatur und Regeneration von Lun-
gengewebe, aber auch an der Ausbildung von fibrotischem Gewebe beteiligt. PAR-2 ist 
ein single-use Rezeptor, der bei Gewebeverletzungen in der Lunge auch von weiteren 
trypsinartigen Serinproteasen aktiviert werden kann (Coughlin, 2005). Die vermehrte 
Produktion von Schleim in den Atemwegen wird von der HAT über eine Aktivierung 
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des epidermal growth factor receptor (EGFR) vermittelt. Eine vermehrte Schleimpro-
duktion ist neben Anzeichen einer Entzündung oft Symptom von chronischen Atem-
wegserkrankungen (Chokki et al., 2004; Chokki et al., 2005).  
Auch im Hautgewebe von Patienten mit Schuppenflechte konnte HAT nachgewiesen 
werden. Ihre Beteiligung am Krankheitsgeschehen besteht möglicherweise in der Frei-
setzung des inflammatorischen Zytokins Interleukin-8, die ebenfalls über PAR-2 ver-
mittelt wird (Iwakiri et al., 2004). 
4.2 Homologiemodell der HAT 
Bisher ist noch keine Kristallstruktur der HAT bekannt. Deshalb wurde für die bekannte 
Aminosäuresequenz der Proteasedomäne der HAT ein Homologiemodell mit der 2007 
gelösten Kristallstruktur der DESC-1 (2OQ5.pdb) als Template erstellt (Kyrieleis et al., 
2007). Die Aminosäuresequenz der DESC-1 weist eine Sequenzidentität von 50,4 % zur 
HAT auf. Für das Homologiemodelling wurde der Swiss-Model-Server verwendet und 
das berechnete Modell anschließend mit der Software MOE energieminimiert (Guex 
and Peitsch, 1997; Schwede et al., 2003; Arnold et al., 2006). In Abbildung 4.3 ist das 
berechnete Modell der Proteasedomäne der HAT, überlagert mit dem Inhibitor Bzls-
D-Ser-Ser-AMBA aus einer Kristallstruktur mit Urokinase (1VJA.pdb), dargestellt. Die 
für die einzelnen Subtaschen charakteristischen Aminosäuren und die Aminosäuren der 
katalytischen Triade (Ser195, Asp102 und His57) sind in der unteren Abbildung als 
Stabmodell dargestellt, alle anderen Aminosäuren wurden zur besseren Übersicht aus-
geblendet. 
  





Abbildung 4.3 Stereobild des Homologiemodells der HAT überlagert mit dem Inhibitor Bzls-D-Ser-Ser-
AMBA aus der Kristallstruktur im Komplex mit Urokinase (1VJA.pdb). Die Farbe der Oberfläche des 
Enzyms in der oberen Abbildung entspricht dem berechneten negativen (10 kT/e, rot) und positiven 
(-15 kT/e, blau) elektrostatischen Potential.  
Die Darstellung zeigt die für trypsinartige Serinproteasen charakteristische tiefe 
S1-Tasche in der Mitte der Darstellung mit der am Boden befindlichen Seitenkette des 
Asp189. Dieser Aminosäurerest bestimmt die hohe Affinität zu Substraten mit einer 
basischen Aminosäure in P1-Position und interagiert mit dem Amidinobenzylamidrest 
des Inhibitors. Sämtliche Aminosäurereste, die die S1-Tasche definieren, sind in Abbil-
dung 4.4 als Stereobild dargestellt. Über der proximalen S2-Tasche befindet sich ein 
Histidinrest in Position 99, der z. B. auch in Urokinase, Matriptase 2 und Spinesin zu 
finden ist. Die östliche Seite der S2-Tasche wird durch His57 aus der katalytischen Tri-
ade begrenzt. Tyr172, Trp215 und Ala175 definieren die distale hydrophobe 
S3/S4-Tasche. Diese Tasche ist im Gegensatz zu anderen trypsinartigen Serinproteasen 
weniger charakteristisch ausgeprägt, da das Tyr172 in dem Homologiemodell unterhalb 
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des Trp215 positioniert ist, wodurch sich eine in westlicher Richtung flach abfallende 
distale Bindetasche ergibt. 
 
Abbildung 4.4 Stereobild der S1-Tasche der HAT. In Türkis ist nur der Amidinobenzylaminrest des 
überlagerten Inhibitors aus Abbildung 4.3 dargestellt.  
4.3 Substrate 
Die lösliche Form der HAT wurde erstmals durch Spaltung des Trypsinsubstrats Boc-
Phe-Ser-Arg-AMC identifiziert (Yasuoka et al., 1997). Im Rahmen einer ersten Charak-
terisierung der damals unbekannten Protease wurde eine Reihe von potentiellen AMC-
Substraten untersucht. Die Experimente wurden mit einer konstanten Substratkonzentra-
tion durchgeführt und nach einer Reaktionsdauer von 60 Minuten durch Zugabe von 
Essigsäure beendet. Die Konzentration an freiem AMC wurde fluorometrisch bestimmt 
und das Ausmaß der Spaltung der einzelnen Substrate prozentual im Vergleich zu dem 
Trypsinsubstrat Boc-Phe-Ser-Arg-AMC (= 100 %) angegeben. Von den untersuchten 
Substraten wurden solche mit einem Arginin in P1-Position am schnellsten gespalten, 
Substrate mit Lysin in P1-Position hingegen zeigten wesentlich geringere Aktivität, 
z. B. 3 % bei Boc-Glu-Lys-Lys-AMC. Andere Aminosäuren wie Pro, Ala oder Phe in 
P1-Position wurden nicht akzeptiert, so dass weder das Chymotrypsinsubstrat Suc-
cinoyl-Ala-Ala-Pro-Phe-AMC noch das Elastasesubstrat Succinoyl-Ala-Pro-Ala-AMC 
gespalten wurden. Neben der Referenz wurden mit den Peptiden Boc-Val-Pro-Arg-
AMC (79 %), Boc-Gln-Ala-Arg-AMC (48 %) und Boc-Glu-Arg-Arg-AMC (38 %) die 
größten Spaltraten erzielt (Yasuoka et al., 1997). 
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In einer weiteren Arbeit wurde eine Serie von FRET-Substraten untersucht (Wysocka et 
al., 2010). Dabei wurde eine Tetrapeptidbibliothek synthetisiert, bei der in den Positi-
onen P4 bis P2 alle natürlichen Aminosäuren (mit Ausnahme von Cystein) nach der 
Split-and-mix-Methode eingebaut wurden. Alle Substrate wurden N-terminal mit einer 
2-Aminobenzoesäuregruppe (ABZ) als Fluoreszenzdonor acyliert und C-terminal mit 
einem 5-Amino-2-Nitrobenzoesäureamid (ANB-NH2) als quencher modifiziert, so dass 
ihre Spaltung fluorometrisch messbar war. Als P1-Reste wurden Arg und Lys verwen-
det, wobei die Derivate mit P1-Arg besser gespalten wurden als die entsprechenden 
P1-Lys Verbindungen. 
Das Substrat mit dem größten kcat-Wert und dem günstigsten Verhältnis von kcat- zu 
Km-Wert ist das Peptid ABZ-Arg-Gln-Asp-Arg-ANB-NH2 (Abbildung 4.5) mit 
kcat = 11,52 s
-1






. Im Vergleich 
dazu wird das unspezifische Trypsinsubstrat Boc-Phe-Ser-Arg-AMC wesentlich lang-
samer gespalten (kcat = 2,54 s
-1
































Abbildung 4.5 Struktur des FRET-Substrates ABZ-Arg-Gln-Asp-Arg-ANB-NH2 (Wysocka et al., 2010). 
In dieser Untersuchung wurde festgestellt, dass HAT in P4-Position ein Arg bevorzugt, 
jedoch auch Tyr, Val und Phe akzeptiert werden. In P3-Position ist Gln besonders gut 
geeignet, Trp und Pro sind ungeeignet. Zusammen mit Enteropeptidase ist HAT die 
einzige bekannte trypsinartige Serinprotease, die eine Präferenz für Asp als P2-Rest hat. 
Der Einbau von Glu, Arg oder Lys führte hier hingegen zu einer langsameren Substrat-
spaltung (Wysocka et al., 2010).  
Für Matriptase 1 und 2, Hepsin und DESC 1 wurde ein homologes Substrat mit der Se-
quenz Boc-Arg-Gln-Ala-Arg-AMC identifiziert. Dies weist auf ähnliche Anforderungen 
der genannten Proteasen und der HAT an ihre Substrate hin. Wird das P2-Ala durch 
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Asp ersetzt, erhöht sich die Selektivität als HAT-Substrat, so dass es von anderen Pro-
teasen weniger schnell gespalten wird (Beliveau et al., 2009).  
4.4 Inhibitoren 
Bisher sind nur wenige Inhibitoren der HAT bekannt. Von Yasuoka wurden im Zuge 
der Identifizierung der HAT erste Untersuchungen über die Hemmung der damals neu-
en Protease durchgeführt (Yasuoka et al., 1997). Verschiedene bekannte Proteaseinhibi-
toren wurden in einer fixen Konzentration von 10 µM verwendet und prozentuale 









































fluorphosphat Benzamidin Antipain  
Abbildung 4.6 Strukturen unspezifischer niedermolekularer Serinproteaseinhibitoren (Yasuoka et al., 
1997). 
Diisopropylfluorphosphat, ein irreversibler Inhibitor von zahlreichen Serinproteasen, 
inhibiert HAT vollständig. Der ehemals als Arzneistoff zugelassene Plasmininhibitor 
Aprotinin (Trasylol
®
) ist ein 58 Aminosäuren umfassender Kunitz-Typ-Inhibitor und 
zeigt, ebenso wie Benzamidin, eine Hemmung von nahezu 100 %. Trasylol wurde 2008 
aufgrund lebensbedrohlicher Nebenwirkungen vom Markt zurückgezogen. Benzamidin 
ist ein Standardinhibitor trypsinartiger Serinproteasen und wird häufig für Kristallisati-
onsversuche verwendet. Eine Hemmwirkung im Bereich von 94 bis 97 % wurde mit 
den Trypsininhibitoren Leupeptin, Antipain und dem Sojabohnen-Trypsininhibitor er-
zielt, wohingegen Inhibitoren der Elastase keine Wirkung zeigen. Auch Ethylendiami-
notetraessigsäure, ein starker Komplexbildner für zweiwertige Kationen, hemmt HAT 
nicht. Daraus kann geschlussfolgert werden, dass die Protease keine zweiwertigen Me-
tallionen für ihre Aktivität benötigt.  
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Neben dem initialen Inhibitorscreening wurden von den identifizierten Substraten (vgl. 
Abschnitt 4.3) Inhibitoren mit einer C-terminalen Aldehydfunktion abgeleitet (Wysocka 
et al., 2010). Die Derivate ABZ-Arg-Gln-Asp-Arg-H und ABZ-Arg-Gln-Asp-Lys-H 
hemmen HAT mit Ki-Werten von 54,3 nM bzw. 112,3 nM (Abbildung 4.7). Jedoch sind 
substratanaloge Inhibitoren mit Aldehydfunktion aufgrund von Instabilität und geringer 









































Ki = 54,3 nM Ki = 112,3 nM  
Abbildung 4.7 Strukturen substratanaloger Inhibitoren mit C-terminaler Aldehydfunktion. 
4.5 HAT und TMPRSS2 aktivieren Influenza-A-Viren 
Am Institut für Virologie der Philipps-Universität Marburg, in der Arbeitsgruppe von 
Prof. Wolfgang Garten, wurden 2006 zwei Proteasen, HAT und TMPRSS2, identifi-
ziert, die in den humanen Atemwegen das Vorläufermolekül HA0 des Hämagglutinins 
(HA) spalten und dadurch eine Vermehrung der Influenzaviren ermöglichen. Hierzu 
wurden in humanen Lungenkarzinomzellen, die selbst keine HA-spaltenden Proteasen 
exprimieren, die Protease HAT bzw. TMPRSS2 und der Hämagglutininprecursor HA0 
koexprimiert. Erst dadurch wurden die HA0-Spaltprodukte HA1 und HA2 erhalten. 
Dies ist ein deutlicher Hinweis für die Beteiligung dieser Proteasen an der Vermehrung 
von Influenzaviren (Böttcher et al., 2006). Wurde durch gerichtete Mutation das kataly-
tisch wirksame Ser195 in der HAT gegen ein Alanin ausgetauscht, entstanden keine 
Spaltprodukte des HA0. So wurde bewiesen, dass in diesen Zellen tatsächlich die ent-
sprechende Protease das HA0 spaltet. 
In späteren Experimenten mit MDCK-Zellen (Madin Darby canine kidney-Zellen) wur-
de eine multizyklische Vermehrung von Influenzaviren der Subtypen H1, H2 und H3 
nachgewiesen, sofern die Zellen mit HAT- bzw. TMPRSS2-codierenden Plasmiden 
transfiziert wurden (Böttcher et al., 2006). In der linken bzw. der mittleren Spalte von 
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Abbildung 4.8 ist die Virusausbreitung durch die kometenartigen, mit Antikörpern an-
gefärbten infizierten Zellen dargestellt. Wurden die Zellen mit der katalytisch nicht ak-
tiven TMPRSS2(S441A)-Mutante transfiziert, können sich die Viren hingegen nur ein-
mal in den Zellen vermehren, da das Hämagglutinin der nächsten Virusgeneration nicht 
aktiviert werden konnte. Es resultierten einzelne infizierte Zellen, die in der rechten 
Spalte von Abbildung 4.8 nur als schwache schwarze Punkte erkennbar sind. So wurde 
der Nachweis erbracht, dass HAT und TMPRSS2 in Zellkulturen die multizyklische 
Vermehrung von Influenzaviren ermöglichen. 
 
Abbildung 4.8 Multizyklische Replikation von Influenzaviren in MDCK-Zellen transfiziert mit 
TMPRSS2 (Links), HAT (Mitte) und der inaktiven TMPRSS2(S441A) (Rechts). Verwendet wurden die 
Influenzaviren A/Memphis/14/96 (H1N1), A/Mallard/Alberta/205/98 (H2N9) und A/Texas/6/96 (H3N2) 
bei einer multiplicity of infection von 0.01. Einen Tag nach erfolgter Infektion wurde das virale Nukleo-
protein immunohistochemisch angefärbt. Abbildung übernommen aus (Böttcher et al., 2006). 
Um den Einfluss von Hemmstoffen der HAT oder TMPRSS2 auf die Virusvermehrung 
zu untersuchen, wurde ein auf MDCK-Zellen basierendes Testsystem mit durch Doxy-
cylin induzierbarer Expression von HAT bzw. TMPRSS2 etabliert. Eine Dauerexpressi-
on in den Zellen war nicht realisierbar, da die hohe Proteasekonzentration toxische Ef-
fekte auf die Zellen besitzt. Mit diesen induzierbaren Testsystemen konnte erstmals die 
Hemmung der Virusausbreitung durch benzamidinhaltige, substratanaloge Inhibitoren 
aus unserer Arbeitsgruppe nachgewiesen werden (Böttcher et al., 2009). In weiteren 
Experimenten wurde festgestellt, dass nur die membrangebundene Form der HAT auf 
der Oberfläche von Zellen das Hämagglutinin aktiviert und nicht die lösliche Form, die 
durch Abspaltung in der SEA-Domäne entsteht. Die TMPRSS2 hingegen entfaltet ihre 
Aktivität hauptsächlich innerhalb der Zellen (Böttcher-Friebertshäuser et al., 2010).  
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5 Entwicklung und Synthese der HAT-Inhibitoren 
In diesem Kapitel werden die Arbeiten zur Entwicklung von HAT-Inhibitoren beschrie-
ben. Zu Beginn wurde ein Test zur enzymkinetischen Charakterisierung der Inhibitoren 
etabliert (Abschnitt 5.1). Mit diesem Test wurde ein erstes screening von in unserem 
Arbeitskreis verfügbaren potentiellen HAT-Inhibitoren durchgeführt (Abschnitt 5.2). In 
den Abschnitten 5.3 und 5.4 werden die Synthesen der substratanalogen Inhibitoren und 
der Inhibitoren des TAPAP-Typs erläutert. Die Bestimmung der Ki-Werte und die Dis-
kussion der Ergebnisse erfolgen in den Abschnitten 5.5 und 5.6, die Untersuchung der 
Selektivität der Inhibitoren in Abschnitt 5.7. Die Versuche zur Hemmung der Ausbrei-
tung von Influenzaviren in Zellkultur durch ausgewählte Inhibitoren werden in Ab-
schnitt 5.8 dargestellt. 
5.1 Entwicklung eines Tests zur Bestimmung der HAT-Aktivität 
Zu Beginn der Arbeiten musste ein enzymkinetischer Test zur Bestimmung der Hemm-
konstanten für HAT etabliert werden. Die von R&D Systems (Wiesbaden) bezogene 
lyophilisierte Protease wurde, wie vom Hersteller beschrieben, in 25 mM Tris-Puffer 
pH 7,5 mit 150 mM NaCl rekonstituiert, aliquotiert und bei -80 °C gelagert. Zunächst 
konnten keine reproduzierbaren Ergebnisse erzielt werden, da die Aktivität der rekonsti-
tuierten Protease im Zeitraum weniger Tage stark abnahm. Zur Stabilisierung der HAT-
Struktur wurden dem Rekonstitutionspuffer und dem Messpuffer 0,05 % Brij 58, einem 
nicht-ionischen Detergens auf Polyethylenglykolbasis, zugesetzt. Der Messpuffer be-
steht aus 50 mM Tris pH 9,5 mit 0,05 % Brij 58 und 0,1 mg/mL BSA. Der Zusatz von 
BSA dient dazu, unspezifische Proteinabsorption an Gefäßwänden zu reduzieren. Mit 
diesen detergenshaltigen Puffern konnten stabile Aktivitäten der Protease erreicht wer-
den. In einer späteren Produktinformation der Herstellerfirma vom 28. März 2011 wird 
nun die Zugabe von Brij 35 zu den Puffern empfohlen.  
Zur Auswahl eines geeigneten Substrates wurden verschiedene Tripeptidderivate mit 
dem Fluorophor AMC als P1-Rest vermessen. In Abbildung 5.1 sind die Strukturen von 
drei Substraten dargestellt, deren enzymkinetische Parameter kcat und Km bestimmt 
wurden. Der kcat-Wert beschreibt die stöchiometrische Menge an Substrat, die maximal 
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von einem Enzym mit der Konzentration 1 mol/L in einer Zeiteinheit umgesetzt werden 
kann. Das Verhältnis von kcat- zu Km-Wert eines Substrates ist ein Maß für die katalyti-
sche Effizienz und gibt die Güte eines Substrates für eine Enzymreaktion an. Zur Be-
stimmung der freien AMC-Konzentration wurde das Fluoreszenzsignal (RFU) durch 
den Proportionalitätsfaktor 44751 dividiert. Der Proportionalitätsfaktor wurde mit einer 
AMC-Eichreihe unter identischen Messparametern und einem identischen Messgerät 






































H-D-Cha-Pro-Arg-AMC Tosyl-Gly-Pro-Arg-AMC  
Abbildung 5.1 Strukturformeln fluorogener HAT-Substrate. Alle getesteten Substrate sind als TFA-Salze 
in unserem Arbeitskreis synthetisiert worden, die Substrate MI-0047 und MI-0109 sind jedoch auch 
kommerziell erhältlich.  
Abbildung 5.2 zeigt die Graphen, die zur Bestimmung der enzymkinetischen Parameter 
in Tabelle 5.1 verwendet wurden (siehe Seite 83). Die Ergebnisse der Untersuchung 
zeigen, dass die ursprünglich als Thrombinsubstrat beschriebene Verbindung MI-0109 
das geeignetste HAT-Substrat der drei untersuchten Derivate ist. Da der Km-Wert für 
HAT deutlich höher ist als der Km-Wert für Thrombin von 16 µM
6
, müssten entspre-
chend höhere Konzentrationen für die enzymkinetische Testung der Inhibitoren ver-
wendet werden. Mit der verwendeten 10 mM Stammlösung in 50 % DMSO ergaben 
                                                 
6
 Der Km-Wert des Thrombins für das analoge Substrat Tos-Gly-Pro-Arg-pNA wurde aus der Literatur 
übernommen (Petrera et al., 2009). 
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sich jedoch Löslichkeitsprobleme, so dass das Substrat MI-0048 für die standardmäßige 
Testung von Inhibitoren ausgewählt wurde. 
 
Abbildung 5.2 Michaelis-Menten-Plot (links) für die Substrate MI-0047 (schwarz), MI-0048 (rot) und 
MI-0109 (blau). Die Werte für Vmax und Km wurden zusätzlich mit der doppelt reziproken Auftragung 
nach Lineweaver und Burk (rechts) ermittelt. 
Dieses Substrat hat einen leicht geringeren kcat/Km-Wert, ist aber bei höheren Konzen-
trationen oberhalb des Km-Wertes besser löslich. Aus der 10 mM Stammlösung wurden 
Verdünnungen mit den Konzentrationen 2 mM, 1 mM und 0,5 mM hergestellt und zur 
Bestimmung der Ki-Werte verwendet. In den Messansätzen wurden die Substratlösun-
gen 1:10 verdünnt, so dass sich ein DMSO-Gehalt von ≤ 1 % in den Messansätzen 
ergab. 
Tabelle 5.1 Zusammenstellung der enzymkinetischen Parameter der drei untersuchten Substrate. Zur 
Berechnung von kcat wurde eine Enzymkonzentration von 23,8 pM, basierend auf den Angaben des Her-
stellers, zugrunde gelegt. Für Vmax und Km wurden die Werte, die aus der Auftragung nach Lineweaver 
und Burk bestimmt wurden, verwendet. 









0047 2,40 × 10
-3 
230 101,17 439800 
0048 1,5 × 10
-3
 64,7 63,02 974000 
0109 2,03 × 10
-3
 73,08 85,42 1168000 
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5.2 Untersuchung verschiedener Inhibitortypen 
Bisher wurden nur wenige Inhibitoren der HAT beschrieben (vgl. Abschnitt 4.4). Des-
halb wurde ein erstes screening von Verbindungen, die im Arbeitskreis verfügbar wa-
ren, durchgeführt. Die Inhibitoren wurden im Konzentrationsbereich von 0,1 bis 
100 µM und einer konstanten Substratkonzentration von 100 µM vermessen. Die be-
rechneten Steigungen wurden an Gleichung 1 (siehe Seite 130) angepasst. Bei bekann-
tem Vmax, Km und S konnte so eine Abschätzung des Ki-Wertes erhalten werden.  
Die ursprünglich für Furin entwickelten Amidinohydrazon-Inhibitoren zeigen nur eine 













































Ki = 10 µM
MI-0307
Ki = 10 µM
MI-0007
Ki = 134 µM
MI-0347
Ki = 179 µM  
Abbildung 5.3 Strukturformeln untersuchter Amidinohydrazoninhibitoren und Ki-Werte für HAT.  
Die dimerisierte Verbindung MI-0035 besitzt mit einer Hemmkonstante von 10 µM die 
gleiche Wirksamkeit wie das Bis-Amidinohydrazonderivat MI-0307. Die Leitstruktur 
MI-0007 für die Entwicklung der zuvor beschriebenen Furininhibitoren (MI-0007) und 
das Phenylpiperidinderivat MI-0347 haben Ki-Werte > 100 µM. Wegen ihrer nur gerin-
gen Hemmwirkung wurden Amidinohydrazone nicht weiter als Grundstruktur für die 
Entwicklung von HAT-Inhibitoren berücksichtigt. 
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Die in Abbildung 5.4 dargestellten Verbindungen wurden in unserem Arbeitskreis ur-
sprünglich zur Hemmung der Matriptase synthetisiert. 
MI-0406













































Ki = 2 µM
MI-0408
Ki = 262 µM
MI-0400
Ki = 2,1 µM  
Abbildung 5.4 Strukturformeln untersuchter Matriptaseinhibitoren und Ki-Werte für HAT.
7
  
Der Inhibitor MI-0406 mit einem zentralen 3-Amidinophenylalanin leitet sich von dem 
ursprünglich als Thrombinhemmstoff entwickelten Inhibitor 3-TAPAP (Tosyl-3-
Amidinophenylalaninpiperidid) ab (Markwardt et al., 1980), dessen Derivate auch als 
Hemmstoffe der Urokinase und der Matriptase beschrieben worden sind (Stürzebecher 
et al., 1999; Steinmetzer et al., 2006). Dieser Inhibitortyp ermöglicht Modifizierungen 
am Sulfonylrest und dem sekundären Amid und stellt damit einen möglichen Startpunkt 
zur Entwicklung von HAT-Hemmstoffen dar. Analoga des Inhibitors MI-0408 wurden 
ebenfalls als Thrombininhibitoren beschrieben (Berry et al., 2002), sind aber für die 
Verwendung als Hemmstoffe der HAT wegen ihrer geringen Affinität ungeeignet. Ver-
bindung MI-0416 ist die wirksamste in einer Reihe von getesteten Analoga, die ur-
sprünglich als Hemmstoffe von Faktor Xa beschrieben wurden (Jones et al., 2001; 
Liebeschuetz et al., 2002). Sie wurde ebenso wie Verbindung MI-0400 aufgrund ihrer 
geringen Wirksamkeit als HAT-Hemmstoff nicht weiter modifiziert. 
                                                 
7
 Die Verbindungen wurden in unserem Arbeitskreis von Frau Maya Hammami synthetisiert und freund-
licherweise zur Bestimmung der Hemmkonstanten zur Verfügung gestellt. 
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Lineare, substratanaloge Inhibitoren mit einem C-terminalen 4-Amidinobenzylamid 
hemmen HAT im niedrigen mikromolaren Bereich und lassen großen Freiraum für Mo-
difikationen in der Aminosäuresequenz (Abbildung 5.5). Das 4-Amidinobenzylamid 
bindet als Argininmimetikum in die S1-Tasche und interagiert mit der Seitenkette des 
Asp189. Thrombin, FXa, FVIIa und Urokinase werden durch Verbindungen mit einem 
Benzamidinrest in P1-Position wirksam gehemmt (Künzel et al., 2002; Gustafsson et 
al., 2004; Schweinitz et al., 2004; Kadono et al., 2005; Schweinitz et al., 2006; 
Stürzebecher et al., 2007). Derivate mit diesem P1-Rest wurden in unserem Arbeitskreis 
auch zur Hemmung des Furins (MI-0227, Ki(Furin) = 0,81 nM) entwickelt (Becker et al., 
2010). Verbindung MI-0019 mit einem Amidinopiperidyl-4-methylamid als P1-Rest ist 
eine homologe Struktur zu dem verwendeten Substrat MI-0048 (vgl. Abbildung 5.1). 
Dieser P1-Rest ist jedoch weniger geeignet als 4-Amidinobenzylamid und wurde des-
halb nicht weiter verwendet. Generell gibt es bei diesem Inhibitortyp viele Möglichkei-
ten, die Wirksamkeit und Selektivität gegenüber einer Zielprotease zu optimieren. 
  
























































Ki = 2,1 µM
MI-0324
Ki = 0,20 µM
MI-0227




























Ki = 0,9 µM
MI-0013
Ki = 3,8 µM  
Abbildung 5.5 Strukturformeln untersuchter linearer, substratanaloger Inhibitoren und Ki-Werte für 
HAT. 
Die untersuchten makrozyklischen Verbindungen MI-1020 und MI-0104 (Abbildung 
5.6) sind stark wirksame Plasminhemmstoffe mit Hemmkonstanten im niedrigen nano-
molaren Bereich (Saupe and Steinmetzer, 2011). Plasmin fehlt im Gegensatz zu anderen 
Serinproteasen der sogenannte 99er-Loop (Parry et al., 2000). Der dadurch entstehende 
freie Raum kann von den Makrozyklen optimal adressiert werden. Dieser Loop ist je-
doch bei der HAT vorhanden, wobei sich an Position 99 oberhalb der S2-Tasche ein 
Histidin befindet. Wegen der lediglich moderaten Hemmung im Vergleich zu Plasmin 
wurden diese zyklischen Inhibitoren nicht weiter untersucht.  
  




Ki = 0,7 µM
MI-0104




































Abbildung 5.6 Strukturformeln untersuchter makrozyklischer Inhibitoren und Ki-Werte für HAT.
8
  
Auch die in Abbildung 5.7 dargestellten Verbindungen sind nur wenig geeignete Leit-
strukturen für die Synthese neuer HAT-Inhibitoren. 
 
Abbildung 5.7 Strukturformeln weiterer Inhibitoren und Ki-Werte für HAT. 
Napsagatran wurde als selektiver Thrombininhibitor beschrieben, Rivaroxaban hinge-
gen als Faktor Xa Hemmstoff. Die 5-Chlorthiophencarbonsäure aus Rivaroxaban be-
setzt die S1-Tasche von Faktor Xa; dies ist jedoch offenbar bei der HAT nicht möglich, 
obwohl sie eine sehr ähnlich aufgebaute S1-Tasche besitzt. Die Verbindung CRC-220 
                                                 
8
 Diese Hemmstoffe wurden in unserem Arbeitskreis von Sebastian Saupe und Steffanie Leubner synthe-
tisiert und freundlicherweise zur Bestimmung der Hemmkonstanten zur Verfügung gestellt. 
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MI-0425
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wurde ebenfalls als Thrombinhemmstoff beschrieben, jedoch zeigten die verwandten 
Verbindungen vom 3-TAPAP-Typ in diesem initialen screening eine stärkere Hemm-
wirkung. Deshalb wurde dieser Inhibitortyp, ebenso wie Verbindung MI-0409, nicht 
weiter modifiziert.  
Aus diesem screening erschienen die substratanalogen Inhibitoren für eine Weiterent-
wicklung am geeignetsten; zusätzlich wurden einige Derivate des 3-TAPAP-Typs syn-
thetisiert. Dies ist in den folgenden Abschnitten beschrieben. 
5.3 Synthese der substratanalogen Inhibitoren 
Für die substratanalogen Inhibitoren mit einer D-konfigurierten Aminosäure in 
P3-Position wurde das Amidinobenzylamid als P1-Rest beibehalten, das in den vergan-
genen Jahren in zahlreichen Inhibitoren trypsinartiger Serinproteasen verwendet wurde 
(Künzel et al., 2002; Schweinitz et al., 2004; Schweinitz et al., 2006; Dönnecke et al., 
2007; Stürzebecher et al., 2007; Becker et al., 2010). Aufgrund des decarboxylierten 
P1-Restes sind die Verbindungen gegen den Abbau durch die eigentliche Zielprotease 
und durch andere Carboxypeptidasen stabil. Für Thrombin wurde erstmals eine weitere 
hydrophobe Bindungstasche beschrieben, die mit einem Benzylsulfonylrest adressiert 
werden konnte (Tucker et al., 1997). Wegen vermuteter struktureller Ähnlichkeiten zwi-
schen Thrombin und HAT wurde der Benzylsulfonylrest ebenfalls in den synthetisierten 
Inhibitoren verwendet.  
5.3.1 Modifizierung der P3-Position 
In einer ersten Syntheseserie sollte der Einfluss verschiedener D-konfigurierter Amino-
säuren in P3-Position untersucht werden, deren Seitenketten in die distale S3/S4-Tasche 
binden. Basierend auf dem Homologiemodelling wurde festgestellt, dass diese Tasche 
bei der HAT nicht so charakteristisch wie bei Thrombin oder Faktor Xa ausgebildet ist. 
Die Aminosäure 174, die bei den beiden anderen Proteasen den linken Rand der Tasche 
definiert, ist bei der HAT so positioniert, dass die S3/S4-Tasche flach und wenig ausge-
prägt ist. In P2-Position wurde Prolin eingebaut, da aus der Entwicklung von Inhibito-
ren für Thrombin, Faktor Xa und Urokinase (Bajusz et al., 1978; Schweinitz et al., 
2004; Schweinitz et al., 2006) bekannt ist, dass Prolin eine geeignete P2-Aminosäure 
für substratanaloge Inhibitoren verschiedener Proteasen ist. Exemplarisch für diese Se-
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rie ist im Folgenden die Synthese des Inhibitors MI-0317 beschrieben. Zur Darstellung 
dieser Verbindungen wurden das P4-P3- und das P2-P1-Segment getrennt voneinander 
hergestellt. Diese wurden in einem finalen Reaktionsschritt mittels PyBOP (Frerot et al., 





















MI-031755 70  
Abbildung 5.8 Synthese des Inhibitors MI-0317 durch Kopplung der zuvor synthetisierten Segmente 
Bzls-D-Phe-OH (55) und H-Pro-4-Amidinobenzylamid × 2HCl (70). a: PyBOP, DIPEA in DMF. 
Zur Synthese des P2-P1-Segments (Abbildung 5.9) wurde mittels des Mischanhydrid-
verfahrens 4-Cyanobenzylamin an Z-geschütztes Prolin gekoppelt. Durch Reaktion mit 
Hydroxylamin × HCl wurde das Hydroxyamidin erhalten, das anschließend mit Acetan-
hydrid acetyliert wurde (Stüber et al., 1995; Judkins et al., 1996). Durch nachfolgende 
Hydrierung mit Pd/C als Katalysator unter H2-Atmosphäre erhält man das entschützte 
P2-P1-Segment mit terminaler Amidinogruppe. Das als Acetatsalz vorliegende Produkt 
wurde mit 0,5 M HCl in das Hydrochlorid (70) überführt, um eine Kopplung der Ace-































Abbildung 5.9 Synthese des P2-P1-Segments H-Pro-AMBA × 2 HCl (70). a: Chlorkohlensäureisobutyl-
ester, N-Methylmorpholin in DMF; b: (i) Hydroxylamin × HCl, DIPEA in EtOH; (ii) Acetanhydrid in 
Eisessig; c: (i) Pd/C in 90 % HAc, H2-Atmosphäre, (ii) 0,5 M HCl.  
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Die P3-Aminosäure wurde zur Synthese des P4-P3-Segments (55) zunächst mit Trime-
thylsilylchlorid und DIPEA in DCM umgesetzt (Abbildung 5.10). An das silylierte In-
termediat wurde anschließend Benzylsulfonylchlorid gekoppelt (Schwarz et al., 1981). 
Alternativ wurde an einigen Aminosäuren der Benzylsulfonylrest im basisch-wässrigen 
Milieu unter Schotten-Baumann-Bedingungen eingeführt. Ein Nachteil dieser Variante 
ist jedoch, dass große Überschüsse des Benzylsulfonylchlorids verwendet werden müs-
sen, da es in wässrigen Lösungen in kurzer Zeit zur entsprechenden Sulfonsäure hydro-



















Abbildung 5.10 Synthese des P4-P3-Segments Bzls-D-Phe-OH (55). a: DIPEA in DCM; b: Benzylsulfo-
nylchlorid, DIPEA.  
In P3-Position des Inhibitors MI-0361 (Bzls-D-Phe(4-Amidino)-Pro-AMBA) wurde ein 
D-4-Amidinophenylalanin eingebaut. Die Synthese dieser Verbindung erforderte eine 
leichte Modifikation der Synthesestrategie. Zunächst erfolgte, wie zuvor beschrieben, 
die Einführung des Benzylsulfonylrestes an D-4-Cyanophenylalanin über die Silylie-
rungsmethode (59). Durch Umsetzung mit Hydroxylamin × HCl und nachfolgende Ace-
tylierung wurde das Nitril in ein Acetylhydroxyamidin überführt (61). Analog zu der 
zuvor beschriebenen Synthese von MI-0317 folgte die Kopplung des P2-P1-Segments 
(70) mittels PyBOP. Die abschließende katalytische Hydrierung mit Pd/C unter 
H2-Atmosphäre ergab den finalen Inhibitor MI-0361 (Abbildung 5.11). 
  




























































Abbildung 5.11 Synthese des Inhibitors MI-0361. a: (i) Trimethylsilylchlorid, DIPEA in DCM; (ii) Ben-
zylsulfonylchlorid, DIPEA; b: (i) Hydroxylamin × HCl, DIPEA in EtOH; (ii) Acetanhydrid in Eisessig; 
c: PyBOP, DIPEA in DMF; d: Pd/C in 90 % HAc, H2-Atmosphäre. 
5.3.2 Substituierte D-Aspartat- und D-Glutamatreste in P3-Position 
Die Inhibitoren aus dieser Serie sind von Ines Volk im Rahmen ihrer Diplomarbeit in 
der Zeit von Juni 2010 bis Dezember 2010 synthetisiert und enzymkinetisch charakteri-
siert worden.
9
 Deshalb wird nur die Synthese von MI-1074 exemplarisch beschrieben 
(Abbildung 5.12). Für experimentelle Details sei auf die Diplomarbeit verwiesen, die 
derzeit erstellt wird. 
Die Synthese der Verbindungen mit tert.-butyl-geschützten D-Aspartat- bzw. D-Glu-
tamatresten in P3-Position erfolgte analog der zuvor beschriebenen Strategie. Nach Ab-
spaltung der Schutzgruppe mit 90 % TFA erfolgte die Kopplung der stickstoffhaltigen 
Heterozyklen mittels PyBOP.  
                                                 
9
 Die praktischen Arbeiten wurden von mir betreut.  















































Abbildung 5.12 Synthese des Inhibitors MI-1074. a: 90 % TFA; b: PyBOP, DIPEA in DMF. 
5.3.3 Modifizierung der P2-Position 
In einer dritten Synthesereihe wurde der Einfluss verschiedener P2-Aminosäuren unter-
sucht. Wie auch in den vorherigen Serien, wurden die P4-P3- und die P2-P1-Segmente 
getrennt synthetisiert und die finalen Inhibitoren durch Kopplung beider Bausteine er-































Abbildung 5.13 Synthese des Inhibitors MI-0381. a: PyBOP, DIPEA in DMF. 
Bei diesen Inhibitoren wurde D-Arginin als P3-Rest verwendet, da es sich in der zuvor 
untersuchten Serie als besonders geeignet erwiesen hat. Obwohl der Einbau von 
D-homo-Arginin zu einer marginal wirksameren Verbindung geführt hat, umfasst die 
Synthese einen zusätzlichen Reaktionsschritt, in dem eine D-Lysinseitenkette mittels 
Entwicklung und Synthese der HAT-Inhibitoren 
94 
 
1H-Pyrazol-1-carboxamidin in einen Guanidinobutylrest umgewandelt wird. Die Ein-
führung der Benzylsulfonylgruppe an H-D-Arg(NO2)-OH erfolgte unter Schotten-
Baumann-Bedingungen, anschließend wurde die Nitro-Schutzgruppe durch katalytische 
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Abbildung 5.14 Darstellung des P4-P3-Segments Bzls-D-Arg-OH (63). a: 1 N NaOH in Wasser / Aceto-
nitril (4:1); b: Pd/C, H2-Atmosphäre, HAc, Methanol. 
Das P2-P1-Segment entstand durch Kopplung der Nα-geschützten P2-Aminosäure mit 
4-Amidinobenzylamin (Becker et al., 2010) mittels des Mischanhydridverfahrens, 
HBTU oder PyBOP (Abbildung 5.15). Anschließend wurden die Fmoc-, Z- oder Boc-
Nα-Schutzgruppen durch geeignete Behandlung abgespalten. Der Vorteil der Mischan-
hydridmethode im Vergleich zu den PyBOP- und HBTU-Kopplungen ist, dass sie in der 


















Abbildung 5.15 Synthese des P2-P1-Segments H-Abu-AMBA (80). a: Chlorkohlensäureisobutylester, 
N-Methylmorpholin in DMF; b: 90 % TFA. 
Alternativ wurde 4-Aminoprolin als P2-Rest verwendet. Durch die zusätzliche Amino-
gruppe am Pyrrolidinring entsteht ein weiteres Stereozentrum im Molekül, so dass zwei 
4-Aminoprolininhibitoren synthetisiert wurden. Die Synthese wurde teilweise unter 
Einsatz von Methoden der Festphasensynthese durchgeführt. Dazu wurde Chlortrityl-
harz mit Fmoc-Pro-(4-Boc-Amino)-OH beladen und die Fmoc-Schutzgruppe durch Be-
handlung mit 20 % Piperidin in DMF abgespalten. Anschließend wurde das P4-P3-
Segment Benzylsulfonyl-D-Val-OH (64) mit HBTU an die α-Iminofunktion des Prolins 
gekoppelt. Nach Abspaltung vom Harz mit 1 % TFA in DCM unter Erhalt der 
Boc-Schutzgruppe erfolgte die Kopplung des 4-Amidinobenzylamins und die finale 
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Abbildung 5.16 Synthese des Inhibitors MI-0357. a: (i) DIPEA in DCM; (ii) 3 × DMF, DIPEA, MeOH 
(17:2:1) b: 2 × 20 % Piperidin in DMF, anschließend mehrfaches Waschen mit DMF; c: (i) HBTU, 
HOBt, DIPEA in DMF; (ii) 1 % TFA in DCM; d: PyBOP, DIPEA in DMF.  
5.3.4 Einbau chlorsubstituierter Benzylamide in P1-Position 
Neben 4-Amidinobenzylamid wurden 2,5-Dichlorbenzylamin und 3-Chlorbenzylamin 
als P1-Gruppe verwendet. Die Synthese ging wieder von Benzylsulfonyl-
D-Arg(NO2)-OH aus, an das Prolin-Methylester mittels PyBOP gekoppelt wurde. Nach 
Verseifung des Methylesters mit 1 M NaOH folgte die Entfernung der Nitroschutzgrup-
pe durch katalytische Hydrierung mit Pd/C unter H2-Atmosphäre. Die Hydrierung 
musste vor Einführung des chlorsubstituierten Benzylamins erfolgen, da die aromati-
schen Chloratome unter den verwendeten Bedingungen nicht stabil sind. Der finale In-
hibitor wurde durch PyBOP-Kopplung mit dem entsprechenden Benzylamin erhalten. 
Die Synthese des Inhibitors MI-0374 ist in Abbildung 5.17 dargestellt. 
































































Abbildung 5.17 Synthese des Inhibitors MI-0374. a: PyBOP, DIPEA in DMF; b: Pd/C, H2-Atmosphäre, 
90 % HAc; c: 1 M NaOH in 50 % 1,4-Dioxan; d: 2,5-Dichlorbenzylamin, PyBOP, DIPEA in DMF. 
5.4 Inhibitoren des TAPAP-Typs 
Ein zweiter Inhibitortyp für HAT leitet sich von der Verbindung 3-TAPAP ab, die ur-
sprünglich als Thrombininhibitor entwickelt wurde. 3-TAPAP ist die Abkürzung für 
Tosyl-3-Amidinophenylalanin-piperidid und wurde erstmals 1980 (Markwardt et al., 









Abbildung 5.18 Strukturformel des Inhibitors 3-TAPAP. 
Das C-terminale Piperidid besetzt im Thrombin die proximale S2-Tasche, während die 
Tosylfunktion die distale S3/S4-Tasche adressiert. In der S1-Tasche bildet das Amidin 
eine Salzbrücke zur Carboxylfunktion des Asp189. In den von uns synthetisierten Ver-
bindungen wurden anstelle der Tosylgruppe α- und β-Naphthylsulfonylreste eingebaut, 
die sich in früheren Untersuchungen mit Thrombin als günstiger erwiesen haben 
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(Stürzebecher et al., 1997). Obwohl 3-TAPAP ursprünglich in racemischer Form syn-
thetisiert wurde, konnte in späteren Kristallstrukturuntersuchungen festgestellt werden, 
das das L-Konformer bevorzugt bindet (Bergner et al., 1995). Deshalb wurde das zentra-
le Phenylalaninderivat zur Synthese dieser Verbindungen in L-Konfiguration eingesetzt.  
Neben den Inhibitoren mit einer Amidinofunktion in meta-Position des Phenylalanins 
wurden außerdem Verbindungen mit einer Amidrazonfunktion in para-Position synthe-
tisiert. Derartige Verbindungen wurden erstmals zu Beginn der 1990er Jahre als 
Thrombininhibitoren beschrieben (Banner et al., 1993) und später von einer koreani-
schen Arbeitsgruppe wieder aufgegriffen (Kim et al., 1997). Für Thrombin wird so eine 
um den Faktor 50 wirksamere Hemmung im Vergleich zu einem Amidin in para-
Position erreicht. Aufgrund struktureller Ähnlichkeit der S1-Taschen von HAT und 
Thrombin, sollten im Rahmen dieser Arbeit auch analoge Amidrazoninhibitoren synthe-
tisiert und auf ihre Eignung als Leitstrukturen für die Entwicklung von HAT-Inhibitoren 
untersucht werden.  
In Abbildung 5.19 ist zunächst exemplarisch die Synthese des Inhibitors MI-0311 dar-
gestellt. Die Einführung des β-Naphthylsulfonylrestes an 3-Cyanophenylalanin erfolgte 
in Anlehnung an Schotten-Baumann-Bedingungen (37). Der Piperidinbaustein 41 wurde 
durch Veresterung von Isonipecotinsäure mit Thionylchlorid in Methanol gewonnen. 
Beide Zwischenprodukte wurden anschließend mittels PyBOP gekoppelt. Der Aufbau 
des Amidins wurde nach zuvor beschriebenen Verfahren (Stüber et al., 1995; Judkins et 
al., 1996) mit einem acetylierten Hydroxyamidin als Intermediat und anschließender 
katalytischer Hydrierung durchgeführt. Um die analogen Inhibitoren mit freier 
C-terminaler Carboxylfunktion zu erhalten, wurde der Methylester mit 1 M NaOH in 
einem Gemisch aus 1,4-Dioxan / Wasser (1:1) verseift. 
  




















































Abbildung 5.19 Synthese des Inhibitors MI-0311. a: Thionylchlorid in Methanol; b: DIPEA in 
DMF / Wasser (2:1); c: PyBOP, DIPEA in DMF; d: (i) Hydroxylamin, DIPEA in Ethanol; (ii) Acetan-
hydrid in Eisessig; e: Pd/C in 90 % HAc, H2-Atmosphäre.  
Der alternative 2-(Piperidin-4-yl)essigsäuremethylester 40 (Abbildung 5.20) wurde aus-
gehend von 4-Pyridinessigsäure erhalten, die in den Methylester überführt und an-
schließend mit Platin(IV)oxid unter Wasserstoffatmosphäre hydriert wurde (Egbertson 
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Abbildung 5.20 Synthese des 2-(Piperidin-4-yl)-essigsäuremethylesters. a: Thionylchlorid in Methanol; 
b: Platin(IV)oxid, H2-Atmosphäre in 90 % HAc. 
Die Synthese der 4-Amidrazonophenylalanin-Inhibitoren ging von den entsprechenden 
C- und N-terminal derivatisierten Cyanophenylalanin-Verbindungen aus, die analog zu 
den vorhergehenden Startverbindungen erhalten wurden. Als C-terminaler Rest wurde 
hier jedoch Piperidin bzw. Homopiperidin eingesetzt, um eine direkte Vergleichbarkeit 
mit früher beschriebenen Verbindungen zu ermöglichen. Außerdem wären aus den Me-
thylestern mit dem im nachfolgenden Reaktionsschritt verwendeten Hydrazin die Car-
bonsäurehydrazide entstanden. Das Nitril wurde in einer Pinner-Reaktion mit HCl in 
1,4-Dioxan und trockenem Isobutanol zu einem Imidoester umgesetzt, der mit zahlrei-
chen Nucleophilen reagieren kann. Durch Reaktion mit Hydrazinhydrat entstanden die 
entsprechenden Amidrazone, während durch Einsatz von trockenem Ammoniak in 
Ethanol die Amidine erhalten wurden (Abbildung 5.21) (Roger and Neilson, 1961). 












































Abbildung 5.21 Darstellung der Inhibitoren MI-0396 und MI-0397 mittels einer Pinner-Reaktion.  
a: Isobutanol, 4 M HCl in Dioxan; b: Hydrazinhydrat in Acetonitril; c: trockener Ammoniak in Ethanol.  
Anstelle von Isobutanol können auch andere Alkohole, wie Ethanol oder Trifluoretha-
nol, verwendet werden. In der Literatur wird die Pinner-Reaktion meist mit gasförmi-
gem Chlorwasserstoff und nicht mit HCl in 1,4-Dioxan durchgeführt. Im großtechni-
schen Maßstab hingegen wird Acetylchlorid anstelle von Chlorwasserstoff verwendet 
(Shin et al., 2006). Dieser Ansatz führte hier aber zu schlechteren Ergebnissen im Ver-
gleich zur Verwendung von HCl in 1,4-Dioxan.  
Ein Nachteil dieser Strategie ist, dass die Darstellung des Pinner-Salzes sehr langsam 
über mehrere Tage bei 4 °C und nicht vollständig abläuft. So dauerte dieser Schritt bei 
den synthetisierten Inhibitoren im Durchschnitt eine Woche, in der täglich HCl in Di-
oxan nachdosiert wurde. Nach sieben Tagen waren ca. 80 % des Eduktes zu dem Imi-
doester umgesetzt und die Reaktion wurde abgebrochen. Die Reaktion des Pinner-
Salzes mit dem Nucleophil hingegen verläuft innerhalb weniger Stunden und in guter 
Reinheit. 
Obwohl diese Strategie prinzipiell auch zur Synthese der Amidine geeignet ist, wurde 
sie im Rahmen dieser Arbeit nur zur Synthese der Amidrazone verwendet. Amidine 
sind über Hydroxyamidine schneller und in größeren Ausbeuten zugänglich, so dass 
diese Methode beispielsweise auch im Multigrammmaßstab zur Synthese des Arznei-
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stoffs Melagatran verwendet wird (Lila et al., 1998). Alternativ könnten Amidine auch 
durch Reaktion der Nitrilverbindungen mit Schwefelwasserstoff, nachfolgender Methy-
lierung mit Methyliodid und anschließender Umsetzung mit Ammoniumacetat erhalten 
werden. 
5.5 Hemmung der HAT durch substratanaloge Inhibitoren 
Die Bestimmung der Hemmkonstanten für die synthetisierten Verbindungen erfolgte in 
Anlehnung an die für Furin verwendete Methode (Abschnitt 3.2). Die Spaltung des 
Substrates D-Cha-Pro-Arg-AMC wurde fluorometrisch in Abhängigkeit der Zeit gemes-
sen und aus den erhaltenen Zeit-Umsatz-Kurven die jeweilige Steigung berechnet. Die-
se steady-state-Geschwindigkeiten wurden gegen die Inhibitorkonzentration aufgetra-
gen und an Gleichung 1 auf Seite 130 angepasst, um den Ki-Wert zu erhalten. Parallel 
dazu wurden die Hemmkonstanten auch nach der Methode nach Dixon bestimmt (Ab-
bildung 5.22).  
 
Abbildung 5.22 Bestimmung der Hemmkonstanten des Inhibitors MI-0381 (verwendete Substratkon-
zentrationen: schwarz 200 µM, rot 100 µM und blau 50 µM).   
Links: Auftragung der steady-state-Geschwindigkeiten als Funktion der Inhibitorkonzentration und An-
passung der Messwerte an Gleichung 1.   
Rechts: Reziproke Auftragung der Messwerte nach Dixon. Die waagerechte, gestrichelte Linie stellt 
1/Vmax dar. 
5.5.1 Modifikationen des P3-Restes 
Die substratanalogen Inhibitoren der ersten Serie inhibieren HAT mit Hemmkonstanten 
zwischen 13 und 311 nM (Tabelle 5.2). Eine Ausnahme ist Inhibitor MI-1067 mit einem 
Ki-Wert von 1,4 µM, dessen negativ geladene Carboxylfunktion in P3-Position offenbar 
für die Bindung an HAT unvorteilhaft ist. Dieser Wert ist im Vergleich zur wirksamsten 
Verbindung MI-0323 mit einem D-hArg in P3-Position ungefähr hundertfach höher. 
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Tabelle 5.2 Hemmung der HAT durch substratanaloge Inhibitoren mit unterschiedlichen P3-Resten. Alle 










MI- P3 Ki (nM)
 
 




 D-Arg 19 
 
1073 D-Glu(OtBu) 36 
 
1066 D-Asp(OtBu) 38 
 
0322 D-Lys 40 
 
0326 D/L-hAla(2Pyr) 41 
 
0321 D-Lys(Cbz) 53 
 
0320 D-hPhe 63 
 
0354 D-Val 76 
 






0353 D-Leu 120 
 
0361 D-Phe(4-Amidino) 168 
 
0327 D-Phe(4-CN) 311 
 
1067 D-Asp 1425 
 
Diese Serie zeigt, dass Prolin in P2-Position für die Entwicklung von HAT-Inhibitoren 
geeignet ist. Aufgrund des zyklischen Pyrrolidinrings führt der Einbau von Prolin zu 
Verbindungen mit stabiler Konformation, da der Torsionswinkel Φ (Abbildung 5.23) 
des fünfgliedrigen Zyklus mit -65° ± 15° konformativ fixiert ist. 
                                                 
10
 Die Verbindung wurde von Prof. Dr. Torsten Steinmetzer synthetisiert. 








Abbildung 5.23 Darstellung des Torsionswinkels Φ in der Aminosäure Prolin.  
Allerdings sind auch zahlreiche substratanaloge Inhibitoren anderer trypsinartiger Se-
rinproteasen mit einem P2-Prolin bekannt; speziell für Thrombinhemmstoffe ist Prolin 
besonders geeignet (Bajusz et al., 1978). Verbindung MI-0001 wurde bereits früher als 
Hemmstoff von Thrombin (Ki = 3,5 nM), Faktor Xa (Ki = 2,4 nM), Plasmakallikrein 
(Ki = 8,3 nM), Matriptase (Ki = 55 nM) und Matriptase 2 (Ki = 170 nM) beschrieben und 
ist damit ein sehr unspezifischer Hemmstoff vieler trypsinartiger Serinproteasen 
(Hellstern et al., 2007; Sisay et al., 2010). 
Der Austausch der D-Argininderivate in P3-Position durch andere D-Aminosäurereste 
führt zu weniger wirksamen HAT-Hemmstoffen, viele Verbindungen besitzen jedoch 
Hemmkonstanten < 100 nM. Darunter sind mehrere Inhibitoren mit hydrophoben Res-
ten, andererseits auch Inhibitoren mit positiv geladener Seitenkette in P3. Auch die tert.-
butyl-geschützten D-Asp- und D-Glu-Derivate MI-1073 und MI-1066 inhibieren HAT 
mit Ki-Werten unter 40 nM. 
5.5.2 Modifikationen des P3-Restes mit D-Asp- und D-Glu-Derivaten 
Das Ergebnis der ersten Inhibitorserie war, dass sowohl basisch-protonierbare, aber 
auch hydrophobe Reste für den Einbau in P3-Postion geeignet sind. Deshalb wurden 
Inhibitoren mit D-Asp und D-Glu-Seitenkette für eine zweite Inhibitorserie genutzt, de-
ren Seitenketten mit verschiedenen sekundären Aminen modifiziert wurden. Dadurch 
wurden neue Inhibitoren mit protonierbaren, aber auch hydrophoben Seitenketten zu-
gänglich (Tabelle 5.3). 
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Tabelle 5.3 Hemmung der HAT durch substratanaloge Inhibitoren mit seitenkettenmodifizierten D-Asp-
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1062 1 N NH
 
202 
1068 1 N N
OH  
210 
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Im Allgemeinen sind die von einem D-Glu-Rest abgeleiteten Inhibitoren um den Faktor 
drei wirksamer, als die entsprechenden D-Asp-Derivate. Die stärkste Hemmwirkung auf 
HAT besitzt Verbindung MI-1074 mit einem Ki-Wert von 17 nM, bei der ein 
1-(2-Pyrimidyl)piperazin an die Seitenkette des D-Glu gekoppelt wurde. Alle anderen 
Verbindungen haben eine etwas geringere Affinität als die tert.-Butylester, die als Start-
punkt dieser Serie dienten und hemmen HAT mit Ki-Werten im Bereich von 40 bis 
220 nM. 
5.5.3 Modifikationen des P2-Restes 
Für die Suche nach geeigneten P2-Resten in einer dritten Inhibitorserie wurde Bzls-
D-Arg-OH als P4-P3-Segment verwendet, da die Synthese seitenkettenmodifizierter 
D-Asp- und D-Glu-Derivate zwei zusätzliche Reaktionsschritte umfasst und daher auf-
wendiger ist (Tabelle 5.4). 
Die Inhibitoren MI-0380 und MI-0381 mit den aliphatischen, ungewöhnlichen Amino-
säuren Abu und Nva besitzen eine niedrige Hemmkonstante von 14 bzw. 15 nM und 
sind damit ähnlich wirksam wie Hemmstoffe mit einem P2-Prolin. Auch der Einbau von 
Ala (MI-0371), Val (MI-0378) oder Ile (MI-0382) führt zu Inhibitoren mit Ki-Werten 
< 30 nM. Weniger geeignet hingegen sind Verbindungen mit einem basischen Arginin 
(MI-0360) oder einem sauren Aspartatrest in P2-Position (MI-0376). Auch das sterisch 
anspruchsvolle, hydrophobe tert.-butyl-geschützte Aspartatderivat MI-0375 ist unge-
eignet.  
Sowohl Urokinase als auch HAT besitzen in Position 99 ein Histidin oberhalb der 
S2-Tasche. Dementsprechend wurde für Inhibitoren der Urokinase ebenfalls eine Präfe-
renz für kleine, sterisch nicht anspruchsvolle Aminosäuren in P2-Position beschrieben. 
So ist ein substratanaloger Inhibitor mit einem Ala als P2-Rest wirksamer 
(Ki(Urokinase) = 7,7 nM) als das entsprechende P2-Prolin Derivat mit einem Ki-Wert für 
Urokinase von 13 nM. (Schweinitz et al., 2004). Aus der Kristallstruktur der Urokinase 
im Komplex mit dem Inhibitor Bzls-D-Ser-Ser-AMBA ist bekannt, dass die Seitenkette 
des P2-Serins keine Interaktionen mit dem Protein eingeht und in die Richtung des Lö-
sungsmittels gerichtet ist (Schweinitz et al., 2004). Ohne Kristallstruktur ist es deshalb 
momentan nicht erklärbar, warum neben Prolin auch 2-Aminobuttersäure und Norvalin 
in HAT-Inhibitoren besonders geeignet sind.  
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0378 Val 22 
 
0382 Ile 23 
 
0371 Ala 30 
 
0367 Lys(Cbz) 34 
 
0366 Ser 34 
 
0377 Leu 47 
 
0379 Phe 57 
 




 Gly 430 
 
0360 Arg 457 
 
0375 Asp(OtBu) 512 
 
Obwohl die beiden folgenden P2-Aminoprolin Inhibitoren (Abbildung 5.24) im Gegen-
satz zu den Verbindungen aus Tabelle 5.4 einen D-Valinrest in P3-Position besitzen
12
, 
ist der Einfluss der Aminosubstitution am Pyrrolidinring durch Vergleich mit Inhibitor 
MI-0354 möglich, der HAT mit einem Ki-Wert von 76 nM inhibiert. Beide Aminopro-
                                                 
11
 Diese Verbindung war im Arbeitskreis bereits vorhanden (Schweinitz et al., 2006). 
12
 Diese Verbindungen wurden als Thrombinhemmstoffe synthetisiert, aber auch mit HAT untersucht.  
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linderivate hemmen HAT jedoch schwächer, so dass keine weiteren Analoga syntheti-






















Ki (HAT) = 210 nM
Ki (Thrombin) = 3 nM
MI-0358
Ki (HAT) = 120 nM











Ki (HAT) = 76 nM
Ki (Thrombin) = 1,3 nM
 
Abbildung 5.24 Substratanaloge Inhibitoren mit Prolin und Prolinderivaten in P2-Position.  
5.5.4 Modifikationen des P1-Restes mit chlorsubstituierten Benzylamiden 
Studien mit den verwandten trypsinartigen Serinproteasen Thrombin und Faktor Xa 
haben gezeigt, dass substratanaloge Inhibitoren mit meta-chlorsubstituierten Benzyl-
amidderivaten in P1-Position geeignete Hemmstoffe dieser Proteasen darstellen. Ob-
wohl diese Verbindungen keine basischen Amidino- oder Guanidinogruppen in 
P1-Position besitzen, wurden für zahlreiche Derivate Hemmkonstanten im niedrig na-
nomolaren Bereich bestimmt (Lumma et al., 1998; Tucker et al., 1998; Dönnecke et al., 
2007). Es wurde diskutiert, dass eine Chlor-π-Interaktion in einer edge-on-
Konfiguration mit dem Tyr228 in der S1-Tasche für die starke Bindung dieser Derivate 
verantwortlich ist (Baum et al., 2009). Interessanterweise wurden andere trypsinartige 
Serinproteasen, wie Trypsin, Urokinase oder Plasmin, durch solche meta-
Chlorbenzylamide nur wenig gehemmt, obwohl alle trypsinartigen Proteasen ein Tyro-
sin in Position 228 besitzen. Sie unterscheiden sich jedoch im Rest 190: Während 
Thrombin und Faktor Xa dort ein Ala190 besitzen, befindet sich in Plasmin, Urokinase 
und Trypsin ein Ser190 in dieser Position. Deshalb wurde vermutet, dass HAT mit ei-
nem Ala190 möglicherweise auch durch solche meta-chlorsubstituierten Benzylamide 
hemmbar ist, und es wurden zwei Inhibitoren mit einem 3-Chlorbenzylamid und einem 
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2,5-Dichlorbenzylamid in P1-Position synthetisiert (Abbildung 5.25). Jedoch zeigen die 
Ki-Werte, dass der Verlust der Amidinfunktion bei beiden Verbindungen nicht durch 


























Ki = 379 µM
MI-0374
Ki = 237 µM  
Abbildung 5.25 Substratanaloge Inhibitoren mit 3-Chlorbenzylamin und 2,5-Dichlorbenzylamin in 
P1-Position.  
5.6 Hemmung der HAT durch Inhibitoren des TAPAP-Typs 
Wie bereits beschrieben, sind Inhibitoren des TAPAP-Typs bekannte Hemmstoffe des 
Thrombins, der Urokinase und der Matriptase. Um eine weitere Leitstruktur für Inhibi-
toren der HAT zu identifizieren, wurden mehrere TAPAP-Derivate synthetisiert, die 
jedoch teilweise auch bereits aus der Literatur bekannt waren.  
Die synthetisierten Verbindungen können in zwei Gruppen zusammengefasst werden: 
In einer ersten Serie wurde 3-Amidinophenylalanin am N-Terminus mit einem α- oder 
β-Naphthylsulfonylrest derivatisiert. Am C-Terminus wurden Isonipecotinsäure- und 
2-(Piperidin-4-yl)essigsäuremethylester gekoppelt und durch Verseifung zusätzlich die 
Verbindungen mit den korrespondierenden freien Carboxylgruppen dargestellt (Tabelle 
5.5).  
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Der wirksamste HAT-Inhibitor aus dieser ersten Serie ist das Isonipecotinsäuremethyl-
esterderivat MI-0311 mit einem Ki-Wert von 0,7 µM. Die analoge Verbindung mit frei-
er Carboxylgruppe ist ein ca. dreifach schwächerer Hemmstoff. Auch die anderen dar-
gestellten Methylester MI-0313 und MI-0315 sind wirksamer als ihre korrespondieren-
den Hemmstoffe mit freien Carbonsäuren MI-0312 und MI-0314. Interessanterweise ist  
                                                 
13
 Die Inhibitoren MI-0311 und MI-0312 wurden bereits in der Literatur beschrieben (Stürzebecher et al., 
1995) 
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die Piperididverbindung MI-0369 im Vergleich zu Inhibitor MI-0312 mit freier Isonipe-
cotinsäure noch weniger wirksam. Am N-Terminus führt der Einbau eines 
β-Naphthylsulfonylrestes zu etwas aktiveren Verbindungen im Vergleich zu den Inhibi-
toren mit einem α-Naphthylsulfonylrest. 
In der zweiten Serie wurde das 3-Amidinophenylalanin durch ein 4-Amidrazonophenyl-
alanin ausgetauscht. Wie bereits im Syntheseabschnitt beschrieben, ist es so gelungen 
hochwirksame Thrombinhemmstoffe zu entwickeln, die Thrombin stärker als Trypsin 
hemmen (Kim et al., 1997). Aus Kristallstrukturuntersuchungen ist bekannt, dass 
Thrombin ein Alanin, Trypsin hingegen ein Serin an Position 190 in der S1-Tasche 
aufweist. Dies führt im Falle der Enzyme mit einem Ala190 zu einer leicht vergrößerten 
S1-Tasche im Vergleich zu den Proteasen mit einem Ser190. Dieser freie Raum kann 
von der räumlich größeren Amidrazonfunktion adressiert werden, wie es in Abbildung 















Abbildung 5.26 Schematische Darstellung der Bindung des 4-Amidrazonophenylalaninrestes in der 
S1-Tasche einer trypsinartigen Serinprotease mit einem Ala190-Rest. Die Amidrazongruppe bindet opti-
mal in die größere S1-Tasche; dies ist im Falle der Ser190-Proteasen nicht möglich. Darstellung modifi-
ziert nach (Kim et al., 1997). 
Da auch HAT einen Alaninrest an dieser Position aufweist, wurden solche Amidrazo-
nophenylalanin-Verbindungen mit einem N-terminalen β-Naphthylsulfonylrest und ei-
nem C-terminalen Piperidid- bzw. Homopiperididrest nachsynthetisiert (Tabelle 5.6). 
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n.b. nicht bestimmt  
 
Allerdings erwiesen sich die Inhibitoren mit einer Amidrazonfunktion in Position vier 
des Phenylalanins (MI-0396, MI-0383) als völlig unwirksam gegenüber HAT (Tabelle 
5.6). Deshalb wurden keine weiteren Verbindungen dieses Typs synthetisiert. Das als 
Referenz hergestellte 4-Amidinophenylalaninderivat MI-0397 ist mit einem Ki-Wert 
von 42 µM auch nur ein relativ schwacher HAT-Hemmstoff. Offenbar kann die 
S1-Tasche der HAT, im Gegensatz zum Thrombin, mit einer 4-Amidrazonofunktion 
nicht adressiert werden. Wie aus der Literatur bekannt, hemmen MI-0396 und MI-0383 
Thrombin mit Ki-Werten von 3,7 bzw. 4,3 nM sehr stark. Bisher liegen jedoch keine 
Informationen über den Bindungsmodus solcher Amidrazonderivate in der HAT vor, 
die eine Erklärung für die fehlende Affinität liefern könnten. 
  
                                                 
14
 Die Inhibitoren MI-0396 und MI-0397 wurden bereits in der Literatur beschrieben (Kim et al., 1997). 
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Die Versuche, in Analogie zu den Thrombinhemmstoffen neue HAT-Inhibitoren durch 
Verwendung eines 4-Amidrazonophenylalanin-Motivs oder durch Einbau von meta-
chlorsubstituierten Benzylamiden in die substratanalogen Inhibitoren zu entwickeln, 
waren nicht erfolgreich. Dies war überraschend, da in früheren Arbeiten postuliert wur-
de, dass eine Voraussetzung für die Thrombinhemmung durch solche Derivate der 
Ala190-Rest ist, der auch in der HAT vorhanden ist. 
5.7 Untersuchungen zur Selektivität 
Zur Familie der trypsinartigen Serinproteasen gehören ca. 70 Vertreter, die eine hohe 
Sequenzhomologie im Bereich des aktiven Zentrums aufweisen. Die Entwicklung von 
spezifischen, substratanalogen Inhibitoren ist somit schwierig, da oft auch andere Pro-
teasen aus dieser Familie gehemmt werden. Deshalb wurden aus jeder Inhibitorserie 
einige Derivate ausgewählt und zusätzlich deren Hemmwirkung auf die Proteasen 
Thrombin und Faktor Xa aus der Gerinnungskaskade sowie für das fibrinolytische En-
zym Plasmin bestimmt.  
In Tabelle 5.7 sind die Hemmkonstanten für die Inhibitoren mit einem Prolin in 
P2-Position zusammengestellt, die sich in ihrem P3-Rest unterscheiden.  
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Tabelle 5.7 Hemmung von Thrombin, Faktor Xa, Plasmin und HAT durch substratanaloge Inhibitoren 














0323 D-hArg 13 0,4 2,7 18 
0001 D-Arg 19 3,5 2,9 39 
0322 D-Lys 40 1,0 52 63 
0321 D-Lys(Cbz) 53 0,4 17 12 
0326 D/L-hAla(2Pyr) 41 1 2,2 95 
0317 D-Phe 98 0,06 77 89 
0320 D-hPhe 63 0,8 14 63 
0003 D-Cha 108 0,1 35 n.b. 
0361 D-Phe(4-Amidino) 168 2,5 149 165 
0354 D-Val 76 1,3 12 33 
0353 D-Leu 120 0,9 37 24 
1073 D-Glu(OtBu) 36 6,7 31 1520 
1060 D-Glu-(Piperazin) 68 13 565 114 
1074 
D-Glu-((2-Pyrimidyl)-
piperazin) 17 5,2 129 23130 
1061 
D-Glu-(1-Cbz-
piperazin) 38 9,8 397 1160 
n.b. nicht bestimmt 
 
Die Ki-Werte zeigen, dass einige Inhibitoren Thrombin, Faktor Xa und Plasmin stärker 
als HAT hemmen. Die getesteten Inhibitoren aus der Serie mit sekundären Aminen in 
der Seitenkette von D-Asp und D-Glu (MI-1060, MI-1061, MI-1074) weisen eine gewis-
se Selektivität gegenüber Faktor Xa und Plasmin auf, sind aber potente Thrombininhibi-
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toren mit Ki-Werten < 15 nM. Besonders die Verbindungen MI-0001 und MI-0323 mit 
einem D-Arg bzw. D-hArg in P3-Position sind deutlich stärkere Thrombin- und Faktor 
Xa-Inhibitoren. Aus vielen Inhibitorstrukturen ist bekannt, dass Prolin ein besonders 
geeigneter P2-Rest für Thrombininhibitoren ist, da der Pyrrolidinring perfekt unter den 
60er-Loop des Thrombins (Tyr60A, Pro60B, Pro60C und Trp60D) binden kann 
(Steinmetzer and Stürzebecher, 2004). Deshalb ist es mit einem P2-Prolin kaum mög-
lich, selektive Hemmstoffe für andere trypsinartige Proteasen zu entwickeln. Der Aus-
tausch des Prolins kann zu Inhibitoren mit verbesserter Selektivität führen. So vergrö-
ßert der Einbau eines 4-Aminoprolins in P2-Position die Hemmkonstante für Thrombin 
ungefähr um den Faktor 30 im Vergleich zu dem P2-Prolinderivat (Abbildung 5.24 auf 
Seite 106). Die Ki-Werte weiterer Hemmstoffe mit unterschiedlichen P2-Resten und 
Bzls-D-Arg-OH als P4-P3-Segment sind in Tabelle 5.8 zusammengefasst.  
Tabelle 5.8 Hemmung von Thrombin, Faktor Xa, Plasmin und HAT durch substratanaloge Inhibitoren 
















HAT Thrombin FXa Plasmin 
0366 Ser 34 503 19 161 
0017 Gly 430 1400 3,5 2200 
0381 Abu
 
14 29 2,1 3030 
0380 Nva
 
15 68 37 2110 
0378 Val 22 66 21 2810 
0371 Ala 30 74 1,4 590 
 
Durch den Austausch des Prolins im Inhibitor MI-0001 durch ein Serin (MI-0366) wur-
de die Affinität zu Thrombin drastisch verringert. Ein ähnlicher Effekt wurde auch für 
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homologe Inhibitoren der Urokinase beschrieben (Schweinitz et al., 2004). Der Inhibitor 
MI-0380 mit einem Norvalin in P2-Position weist mit einer Hemmkonstante von 15 nM 
als einzige Verbindung eine höhere Affinität zur HAT als zu den anderen getesteten 
Proteasen auf. Sie ist damit die selektivste Verbindung dieser substratanalogen Inhibito-
ren und daher ein interessanter Kandidat, um die Hemmung der Vermehrung von In-
fluenzaviren in Zellkultur zu untersuchen.  
5.8 Untersuchungen zur Hemmung der Virusausbreitung15 
Die Infektiosität der Influenzaviren hängt von der korrekten Spaltung ihres Oberflä-
chenglykoproteins Hämagglutinin ab (Klenk and Garten, 1994). Nach der enzymkineti-
schen Charakterisierung wurden ausgewählte Inhibitoren bezüglich ihrer Hemmwirkung 
auf die Vermehrung von Influenzaviren in Zellkultur untersucht. Die verwendeten 
MDCK-Zellen exprimieren doxycyclin-abhängig HAT oder die verwandte Serinprotea-
se TMPRSS2, besitzen sonst aber keine eigenen Proteasen, die das Hämagglutinin ef-
fektiv spalten können (vgl. Abschnitt 4.5 auf Seite 78). Deshalb können diese Zellen zur 
Bestimmung der Hemmwirkung von Inhibitoren auf die Vermehrung von Influenzavi-
ren verwendet werden, deren Hämagglutinin durch diese Proteasen gespalten wird. 
Nach erfolgter Infektion durch Influenzaviren wurden die entsprechenden Inhibitoren 
zugesetzt und die Zellen 24 Stunden inkubiert, um eine multizyklische Virusvermeh-
rung zu gewährleisten. Im Anschluss wurden die Viren in den infizierten Zellen mit 
spezifischen Antikörpern gegen das virale Nukleoprotein immunohistochemisch ange-
färbt. Hierbei können infizierte Zellen sowie eine kometenförmige Virusausbreitung auf 
benachbarte Zellen durch Blaufärbung nachgewiesen werden. Wird durch die Inhibito-
ren keine Hemmung der HAT bewirkt, werden - wie in der Kontrolle ohne Inhibitor - 
fast alle Zellen infiziert und damit auch angefärbt. Je weniger blaugefärbte, kometen-
förmige Ansammlungen von infizierten Zellen erkennbar sind, desto stärker ist die 
Hemmwirkung der Verbindungen in diesen Experimenten. 
In einer ersten Versuchsreihe wurden substratanaloge Inhibitoren mit einem Prolin in 
P2-Position getestet (Abbildung 5.27). Als Kontrolle wurde Aprotinin verwendet, das 
                                                 
15
 Die in diesem Abschnitt dargestellten Untersuchungen wurden in der Arbeitsgruppe von Prof. Dr. 
Wolfgang Garten am Institut für Virologie der Philipps-Universität Marburg von Dr. Eva Böttcher-
Friebertshäuser und Catharina Freuer durchgeführt.  
Entwicklung und Synthese der HAT-Inhibitoren 
115 
 
bei einer Konzentration von 25 µM die Virusvermehrung vollständig unterdrückt. In 
den inhibitorfreien Versuchsansätzen waren ohne Zugabe von Doxycylin ausschließlich 
einzelne, initial infizierte Zellen nachweisbar, während im Falle der doxycylin-
induzierten HAT-Expression eine multizyklische Virusreplikation und Ausbreitung der 
Infektion in den MDCK-Zellen beobachtet wurde (obere Zeile in Abbildung 5.27). Die 
stärkste Hemmung der Virusausbreitung bei einer Konzentration von 10 µM bewirkten 
die Inhibitoren mit einem D-Lysin (MI-0322), D-Arginin (MI-0001) oder D-hArg 
(MI-0323) in P3-Position, die sich auch in den enzymkinetischen Messungen als sehr 
effektive HAT-Hemmstoffe erwiesen haben (Ki-Wert ≤ 40 nM). Die Verbindungen 
MI-0001 und MI-0322 wurden aufgrund ihrer starken Hemmwirkung auch in einer 
Konzentration von 1 µM eingesetzt, hatten dann aber nur noch einen geringen Einfluss 
auf die Virusausbreitung. Die Inhibitoren mit einem hydrophoben D-Aminosäurerest in 
P3-Position (MI-0320 mit D-hPhe, MI-0321 mit D-Lys(Cbz) und MI-0003 mit D-Cha) 
hemmten die Virusausbreitung deutlich schwächer, obwohl ihre Ki-Werte nur geringfü-
gig größer sind als die Hemmkonstanten der anderen getesteten Verbindungen.  
 
Abbildung 5.27 Einfluss substratanaloger Inhibitoren auf die multizyklische Vermehrung von Influenza-
viren (A/Memphis/14/96 (H1N1)). 
Zusätzlich zu den beschriebenen Ausbreitungstests in MDCK-HAT-Zellen wurde mit 
dem Inhibitor MI-0001 und dem Referenzinhibitor Aprotinin eine Hemmung der Virus-
vermehrung in Atemwegsepithelzellen untersucht. Dazu wurden humane Atemwegs-
epithelzellen (Calu-3) mit dem gleichen Influenzastamm infiziert, gewaschen und mit 
inhibitorhaltigem Medium für 72 Stunden inkubiert. Zu verschiedenen Zeitpunkten 
wurden Proben vom Zellkulturüberstand abgenommen und die Zahl infektiöser Virus-
partikel pro Milliliter durch einen Plaque-Test bestimmt. Dazu wurden die Proben je-
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weils um den Faktor zehn verdünnt und zur Infektion frischer Zellkulturen (MDCK-
Zellen) verwendet. Diese wurden für eine Stunde mit den einzelnen Verdünnungen infi-
ziert und nach einem Waschschritt mit halbfestem Avicel-Medium überschichtet 
(Matrosovich et al., 2006). Dieser Ansatz wurde für 40 Stunden im Brutschrank inku-
biert, anschließend das Überschichtungsmedium entfernt, die Zellen fixiert und die infi-
zierten Zellen mittels Immunfärbung sichtbar gemacht. Das halbfeste Avicel-Medium 
verhindert, dass sich freigesetzte Viren über den Zellrasen ungehindert ausbreiten. So 
können einzelne, kreisförmige infizierte Bereiche im Zellrasen (sogenannte plaque-
forming-units) ausgezählt werden. Über die Anzahl dieser plaque-forming-units wird 
die Zahl der infektiösen Viruspartikel pro Milliliter zu jedem Entnahmezeitpunkt und 
für jeden Inhibitor errechnet. Mittels dieser Methode kann der Einfluss der Inhibitoren 
auf die Bildung infektiöser Viren zeitabhängig untersucht werden.  
 
Abbildung 5.28 Hemmung der multizyklischen Vermehrung von Influenzaviren (A/Memphis/14/96 
(H1N1)) in Calu-3 Zellen bei einer multiplicity of infection (MOI) von 0,0001. 
Aus den so erhaltenen Wachstumskurven in Abbildung 5.28 ist zu erkennen, dass 
MI-0001 im Vergleich zur Kontrolle ohne Inhibitor die Virusvermehrung 
1000-10000-fach hemmt. Der Referenzinhibitor Aprotinin in einer Konzentration von 
20 µM ist deutlich stärker wirksam, so dass während des Versuchszeitraums keine in-
fektiösen Viruspartikel mehr nachweisbar waren. Eine Ursache für die stärkere Wirkung 
des Aprotinins könnte darin liegen, dass Aprotinin ein sehr unspezifischer Protease-
hemmstoff ist, der viele trypsinartige Serinproteasen sehr wirksam inhibiert (Ascenzi et 
al., 2003). 
Die in den MDCK-HAT Zellen wirksamsten substratanalogen Inhibitoren besitzen ne-
ben der P1-Amidinobenzylamid-Struktur eine weitere basische Funktion in P3-Position. 
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Solche stark polaren, dibasischen Verbindungen sollten nur eine geringe Zellpermeabi-
lität aufweisen. Allerdings gibt es mehrere Hinweise, dass die proteolytisch wirksame 
HAT vor allem auf der Oberfläche dieser Zellen exprimiert wird, womit sie auch für 
solche Inhibitoren zugänglich sein sollte (Böttcher-Friebertshäuser et al., 2010). Jedoch 
ist nicht auszuschließen, dass intrazellulär lokalisierte HAT oder andere trypsinartige 
Serinproteasen, wie die TMPRSS2 oder TMPRSS4, in-vivo an der HA-Prozessierung 
beteiligt sind. Für deren Hemmung wäre eine zelluläre Aufnahme der Inhibitoren nötig, 
was prinzipiell mit dem deutlich hydrophoberen Inhibitor MI-0335 eher möglich sein 
sollte. Neben dem P1-Amidinobenzylamid und dem N-terminalen Benzylsulfonylrest 
besitzt diese Verbindung ein hydrophobes, decanoyliertes Lysin in P2- und ein 
















Abbildung 5.29 Strukturformel des hydrophoben Inhibitors MI-0335. 
Neben den HAT-exprimierenden wurden auch TMPRSS2-exprimierende MDCK-
Zellen für die Testung dieses Inhibitors verwendet. In den MDCK-HAT-Zellen zeigten 
die Inhibitoren MI-0001 und das decanoylierte Derivat MI-0335 eine ähnliche Wirk-
samkeit. In den TMPRSS2-exprimierenden Zellen hingegen hemmten die Inhibitoren 
MI-0001 und MI-0003 die Virusausbreitung kaum, während der hydrophobere Inhibitor 
MI-0335 eine signifikante Hemmung zeigte (Abbildung 5.30).  
  




Abbildung 5.30 Vermehrung der Influenzaviren in MDCK-HAT- und MDCK-TMPRSS2-Zellen. Die 
MDCK-Zellen wurden mit dem Influenzavirus A/Hamburg/5/09 (H1N1) infiziert und mit den jeweiligen 
Inhibitoren inkubiert. Nach 24 Stunden wurden infizierte Zellen immunohistochemisch angefärbt 
(Böttcher-Friebertshäuser et al., 2010).  
Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass die auf der Zelloberfläche aktive HAT und 
dadurch die Virusvermehrung auch von den stark geladenen dibasischen Inhibitoren 
gehemmt werden kann, während die vor allem intrazellulär aktive TMPRSS2 von die-
sen Inhibitoren nicht erreicht wird. Eine bessere Aufnahme des hydrophoben, decanoy-
lierten Inhibitors MI-0335 in die Zelle, könnte deshalb für die effektive Hemmung der 
TMPRSS2 verantwortlich sein. Obwohl es bereits mehrere Hinweise zur unterschiedli-
chen Lokalisation der HAT und TMPRSS2 gibt, ist sie bisher noch nicht endgültig ge-
klärt (Böttcher-Friebertshäuser et al., 2010). 
Neben den bisher untersuchten Verbindungen wurde mit MI-1074 der wirksamste Inhi-
bitor aus der Piperazinserie (Ki-Wert 17 nM) zusätzlich zu den relativ selektiven 
Hemmstoffen MI-0380 und MI-0381 (Ki-Werte 14 nM bzw. 15 nM) auf die Hemmung 
der Virusausbreitung in MDCK-Zellen mit HAT-Expression getestet. Für diese Unter-
suchungen wurden das saisonale Influenzavirus A/Memphis/14/96 (H1N1) aus den vor-
herigen Untersuchungen und die pandemischen Influenzaviren A/Aichi/2/68 (H3N2) 
von 1968 und A/Hamburg/5/09 (H1N1) von 2009 verwendet. Die Verbindung MI-0001, 
die zuvor eine effektive Hemmung zeigte, wurde als Referenzinhibitor eingesetzt. Die 
Vermehrung der drei verwendeten Influenzaviren wurde von allen Inhibitoren mit einer 
Konzentration von 10 µM stark gehemmt. Um eine quantitative Auswertung dieses 
Versuchs zu ermöglichen, wurden die infizierten Zellen gezählt und ihre Anzahl ins 
Verhältnis zu den inhibitorfreien Ansätzen (100 %) gesetzt. Aus diesen Werten wird 
ersichtlich, dass die Inhibitoren MI-1074 und MI-0381 sogar noch etwas wirksamer als 
die Referenzverbindung MI-0001 sind (Abbildung 5.31). 




Abbildung 5.31 Vermehrung der Influenzaviren in MDCK-HAT-Zellen. Die MDCK-Zellen wurden mit 
Influenzaviren infiziert, mit den jeweiligen Inhibitoren (10 µM) inkubiert und nach 24 Stunden immuno-
histochemisch angefärbt. Die Zahl der infizierten Zellen wurde ausgezählt und prozentual in Relation zu 
den jeweiligen Ansätzen ohne Inhibitor (= 100 %) gesetzt. 
Um auszuschließen, dass die Hemmwirkung durch zytotoxische Effekte der Inhibitoren 
verursacht wird, wurde der Einfluss der Verbindungen auf die Zellvitalität untersucht. 
Die mittels eines MTT-Tests (Mosmann, 1983) erhaltenen Ergebnisse sind in Abbil-
dung 5.32 dargestellt. Alle verwendeten Inhibitoren weisen nur marginale, zelltoxische 
Eigenschaften auf. Ein Abfallen der Zellvitalität bis auf 80 % wird im Allgemeinen als 
nicht kritisch angesehen. Diese Ergebnisse sind ein weiterer Hinweis, dass die inhibito-
rische Wirkung der Verbindungen auf die Virusvermehrung vermutlich durch eine 
Hemmung der HAT bewirkt wird.  
 
Abbildung 5.32 Ergebnisse des MTT-Tests zur Bestimmung der Zytotoxizität. Angegeben ist der prozen-
tuale Anteil lebender Zellen im Vergleich zu Experimenten ohne Zusätze (Kontrolle). Wegen der hohen 
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6 Zusammenfassung und Ausblick 
In der vorliegenden Arbeit wurden Inhibitoren der hämagglutininspaltenden Proteasen 
Furin und HAT synthetisiert und charakterisiert. Während Furin das Hämagglutinin 
hochpathogener Influenzaviren vom Subtyp H5 und H7 aktiviert, bewirkt HAT die 
Spaltung des Hämagglutinins saisonaler Influenzaviren der Subtypen H1, H2, und H3. 
Die entwickelten Hemmstoffe dieser Proteasen könnten deshalb als Ausgangsstoffe für 
die Entwicklung neuer antiviraler Wirkstoffe zur Therapie der Influenza dienen. 
6.1 Inhibitoren des Furins 
Die bisher beschriebenen niedermolekularen Furininhibitoren sind meist stark basische 
Verbindungen. So zeigen z. B. die in unserem Arbeitskreis synthetisierten peptidischen 
Inhibitoren mit einem C-terminalen 4-Amidinobenzylamid hervorragende Ki-Werte; die 
wirksamste Verbindung hemmt Furin mit einem Ki-Wert von 8 pM (Becker, 2011). 
Allerdings ist derzeit noch unklar, ob solche stark basischen Inhibitoren aufgrund ihrer 
physikochemischen Eigenschaften für eine Weiterentwicklung geeignet sind.  
Deshalb wurde in einem screening nach potentiellen Startpunkten für die Entwicklung 
neuer niedermolekularer Inhibitoren mit verminderter Basizität gesucht und mit 
MI-0007 ein Bis-Amidinohydrazonderivat mit einem Ki-Wert von 1,8 µM identifiziert. 
Prinzipiell sollten solche Amidinohydrazonverbindungen für eine Arzneistoffentwick-
lung geeignet sein, da mit Guanabenz eine strukturell verwandte Verbindung bereits als 
α2-Agonist angewendet wird. Der Vorteil der Amidinohydrazone im Vergleich zu Gua-
nidinen und Amidinen liegt in ihrer reduzierten Basizität. Die berechneten und experi-
mentell bestimmten pKa-Werte derartiger Verbindungen liegen im Bereich von 8 bis 
8,5. 
Ausgehend von der Bis-Amidinohydrazonverbindung MI-0007 wurden in einer ersten 
Syntheseserie kommerziell erhältliche Carbonylverbindungen und Säurechloride in die 
korrespondierenden Amidinohydrazone oder die acylierten Aminoguanidine überführt. 
Die acylierten Verbindungen waren alle deutlich weniger wirksamere Furininhibitoren 
als die Ausgangsverbindung MI-0007, so dass keine weiteren acylierten Amino-
guanidine synthetisiert wurden. Auch die monovalenten Derivate des Acetophenons und 
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des Benzaldehyds haben keine messbare Affinität zu Furin. Die wirksamste Verbindung 
dieser Serie mit einem Ki-Wert von 1,5 µM ist das vom Terephthalaldehyd abgeleitete 
Bis-Amidinohydrazon (MI-0307). 
Da aus zahlreichen Veröffentlichungen bekannt ist, dass sämtliche wirksamen Furinin-
hibitoren mehrere basische Gruppierungen tragen, wurden in einer zweiten Serie Argi-
nin oder guanylierte ω-Aminocarbonsäuren an die Anilinfunktion der Leitstruktur 
MI-0007 gekoppelt. Allerdings ist die Argininverbindung MI-0039 mit einer Hemm-
konstante von 1,1 µM nur wenig wirksamer als die Leitstruktur mit freiem Anilin 
(Ki = 1,8 µM). Durch die Kopplung von 4-Aminobuttersäure und nachfolgende Guany-
lierung wurde mit Inhibitor MI-0036 die wirksamste Verbindung dieser Serie mit einem 
Ki-Wert von 0,5 µM erhalten. 
Durch Dimerisierung wurden in einem dritten Synthesezyklus Verbindungen mit bis zu 
vier Amidinohydrazonfunktionen dargestellt. Dazu wurden die Ausgangsverbindung 
MI-0007 oder analoge Phenol- und Anilinderivate mit Malonsäure oder Chloressigsäu-
rechlorid dimerisiert. Jedoch konnte keine Korrelation der Anzahl basischer Funktionen 
mit der Hemmkonstanten festgestellt werden, obwohl die wirksamste Verbindung der 
Serie MI-0342 vier basische Amidinohydrazongruppen trägt (Ki = 0,6 µM).  
Die Untersuchungen deuteten darauf hin, dass mindestens zwei Amidinohydrazon-
gruppen für eine Grundaffinität zum Furin nötig sind, jedoch wurde in der Literatur 
auch ein monovalentes Derivat mit einem Ki-Wert von 11,8 µM beschrieben 
(Komiyama et al., 2009). Dieser Inhibitor MI-0359 wurde als Referenz nachsyntheti-
siert und ein vergleichbarer Ki-Wert von 26 µM für Furin bestimmt. Neben der Amidi-
nohydrazonfunktion ist das 2-Hydroxybenzaldehyd-Grundgerüst dieses Inhibitors mit 
einem para-Chlorbenzylether substituiert. Da dieser offenbar beträchtlichen Einfluss 
auf die Affinität zu Furin hat, wurden in einer vierten Inhibitorserie weitere Analoga mit 
verschieden substituierten Benzylethern synthetisiert, die sich allerdings als weniger 
wirksam als die bekannte Referenzverbindung MI-0359 erwiesen.  
Da keine Kristallstruktur des Furins im Komplex mit den Amidinohydrazoninhibitoren 
gelöst werden konnte, wurden mittels Docking mögliche Bindungsmodi der syntheti-
sierten Verbindungen bestimmt. Für das vom Isophthalaldehyd abgeleitete Bis-
Amidinohydrazonderivat MI-0356 wurde eine sinnvolle Dockinglösung gefunden, in 
der eine Amidinohydrazonfunktion die S1- und die andere die S2-Tasche besetzt. Eine 
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Überlagerung mit dem irreversiblen Inhibitor Dec-RVKR-CMK aus der Kristallstruktur 
zeigt, dass dessen P1-Guanidinogruppe am Boden der S1-Tasche eine sehr ähnliche 
Position besetzt, wie sie auch für die Amidinohydrazongruppe mittels Docking gefun-
den wurde. Diese kann somit analoge Wechselwirkungen zu den Seitenketten von 
Asp258 und Asp306 sowie zu dem Carbonylsauerstoff von Ala292 ausbilden. Die mo-
derat basische Amidinohydrazongruppe ist also prinzipiell geeignet, die stark basischen 
Guanidinoreste in P1-Position von Furininhibitoren zu ersetzen. Ohne eine experimen-
telle Bestimmung des Bindungsmodus mittels Röntgenstrukturanalyse ist es jedoch un-
möglich festzustellen, warum nur eine moderate Verbesserung der Hemmwirkung in-
nerhalb dieser Verbindungsklasse im Vergleich zur Leitstruktur MI-0007 erreicht wer-
den konnte.  
Mit Ausnahme der Verbindung MI-0342 weisen alle im Rahmen dieser Arbeit syntheti-
sierten Amidinohydrazonderivate eine hohe Selektivität gegenüber den untersuchten 
trypsinartigen Serinproteasen Thrombin, Faktor Xa und Plasmin auf (Ki-Werte 
> 30 µM). Lediglich Thrombin wird von dem Inhibitor MI-0342 mit einem Ki-Wert von 
0,9 µM stärker gehemmt. Auch gegenüber bakteriellem Subtilisin weisen die Verbin-
dungen eine hohe Selektivität auf, so dass nur prozentuale Hemmraten von unter 8 % 
bei einer Inhibitorkonzentration von 80 µM bestimmt werden konnten.  
Im Rahmen der hier vorgestellten Untersuchungen wurden mittels verschiedener Syn-
thesestrategien Amidinohydrazoninhibitoren für Furin synthetisiert. Die Verbesserung 
ihrer Hemmwirkung gelang jedoch nur in moderatem Umfang, die wirksamste Verbin-
dung inhibiert Furin mit einem Ki-Wert von 0,5 µM. Ohne gesicherte Kenntnis des Bin-
dungsmodus ist es derzeit schwierig, die Hemmwirkung innerhalb dieser Verbindungs-
klasse gezielt zu verbessern.  
6.2 Inhibitoren der HAT 
Für die trypsinartige Serinprotease HAT wurden bisher nur wenige Inhibitoren in der 
Literatur beschrieben. Deshalb begannen die Arbeiten zur Entwicklung der HAT-
Inhibitoren mit einem screening verfügbarer Verbindungen. Neben substratanalogen 
Inhibitoren mit einem C-terminalen 4-Amidinobenzylamid konnten Verbindungen mit 
einem zentralen 3-Amidinophenylalanin des TAPAP-Typs als Startpunkte für die Ent-
wicklung von HAT-Hemmstoffen identifiziert werden.  
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Bei den substratanalogen Inhibitoren wurde in P4-Position standardmäßig ein Benzyl-
sulfonylrest und in P1-Position, abgesehen von zwei Ausnahmen, 4-Amidinobenzyl-
amid eingebaut. Die Inhibitoren MI-0373 und MI-0374 mit meta-chlorsubstituierten 
Benzylamiden in P1-Position erwiesen sich als unwirksam. 
Untersucht wurden der Einfluss verschiedener D-konfigurierter Aminosäuren in P3- und 
verschiedener L-Aminosäuren in P2-Position. In Kombination mit einem P2-Prolin wur-
den in P3-Position verschiedene D-Aminosäurereste akzeptiert, besonders die basischen 
Aminosäuren D-Arg und D-homo-Arg mit Hemmkonstanten von 19 und 13 nM. Aber 
auch hydrophobe Aminosäurederivate wie ein tert.-butyl-geschütztes D-Asp oder D-Glu 
hemmen HAT mit Hemmkonstanten < 40 nM. Im Gegensatz dazu ist der Einbau des 
sauren Aspartylrestes in P3-Position ungünstig (Ki-Wert = 1,4 µM). Die meisten ande-
ren Inhibitoren dieser Serie hemmen HAT mit Hemmkonstanten unter 300 nM. 
Aufgrund der Präferenz für basische und auch für hydrophobe Aminosäurereste in 
P3-Position, wurden die Seitenketten von D-Asp und D-Glu in einer zweiten Synthesese-
rie mit verschiedenen zyklischen Aminen modifiziert. Dadurch war es möglich, auf ein-
fache Weise eine weitere Serie mit basischen oder hydrophoben P3-Resten darzustellen. 
Die Wirkstärke dieser Inhibitoren liegt in der gleichen Größenordnung, wie die der vo-
rangegangenen Serie. Die wirksamste Verbindung MI-1074 hat einen Ki-Wert von 
17 nM und wurde durch Kopplung von 1-(2-Pyrimidyl)piperazin an die Seitenkette von 
D-Glu erhalten. 
Substratanaloge Inhibitoren mit einem P2-Prolin sind bereits als potente Inhibitoren 
anderer trypsinartiger Serinproteasen bekannt. Da diese Verbindungen häufig eine ge-
ringe Selektivität besitzen, wurde dieses P2-Prolin durch andere Aminosäuren ausge-
tauscht, wobei D-Arg in P3-Position beibehalten wurde. Die stärkste Hemmwirkung 
innerhalb dieser Serie mit Ki-Werten < 30 nM wurde für kleine hydrophobe Aminosäu-
ren, wie Abu, Nva, Val oder Ala gefunden. Im Gegensatz dazu führte der Einbau eines 
basischen Arginins oder eines sterisch anspruchsvollen tert.-butyl-geschützten Aspara-
ginsäurerestes zu weniger wirksamen Verbindungen. 
Ein entscheidender Vorteil der Derivate mit Abu oder Nva in P2-Position ist ihre erhöh-
te Selektivität gegenüber den Proteasen Thrombin, Faktor Xa und Plasmin, da die Ver-
bindungen mit einem Prolin in P2-Position diese Proteasen zum Teil sogar stärker als 
ihr eigentliches Zielenzym HAT hemmen. Die Verbindung Bzls-D-Arg-Nva-AMBA ist 
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mit einer Hemmkonstanten von 15 nM der erste Inhibitor, der die anderen getesteten 
Proteasen schwächer hemmt und somit die höchste Selektivität für HAT aufweist.  
Auch die in P3-Position mit zyklischen Aminen modifizierten D-Asp- und D-Glu-
Derivate weisen zum Teil eine starke Hemmwirkung gegenüber der HAT und gleichzei-
tig eine gewisse Selektivität gegenüber Thrombin, Faktor Xa und Plasmin auf. Deshalb 
könnten diese Strukturen für die weitere Entwicklung potentieller Hemmstoffen dienen, 
indem sie mit Abu oder Nva in P2-Position kombiniert werden. 
Ausgewählte Verbindungen wurden in Zellkulturversuchen eingesetzt und auf die Fä-
higkeit, die Vermehrung von Influenzaviren zu hemmen, untersucht. In den verwende-
ten HAT-exprimierenden MDCK-Zellen zeigten besonders die Inhibitoren mit Nva oder 
Abu in P2-Position eine stärkere Wirksamkeit als der Referenzinhibitor MI-0001. Ne-
ben der Hemmung von Influenzaviren mit einem Hämagglutinin vom Subtyp H1 war es 
auch möglich, Stämme mit Hämagglutinin des Subtyps H3 zu hemmen. Dies könnte ein 
wichtiger Vorteil dieser Wirkstoffklasse sein, da viele Wirkstoffe, die gegen virale tar-
gets gerichtet sind, häufig nur die Vermehrung einzelner Virussubtypen hemmen. Die 
Inhibitoren weisen darüber hinaus keine signifikante Zytotoxizität auf, so dass die redu-
zierte Virusausbreitung sehr wahrscheinlich auf die Hemmung der HAT und die damit 
verbundene verminderte HA-Aktivierung zurückzuführen ist. 
Die synthetisierten Verbindungen vom TAPAP-Typ hemmen HAT im Vergleich zu den 
substratanalogen Inhibitoren weniger stark. Diese Grundstruktur bietet durch Modifika-
tion der C- und der N-terminalen Reste jedoch noch zahlreiche Möglichkeiten, um 
wirksamere Hemmstoffe der HAT zu entwickeln. Die von Thrombinhemmstoffen abge-
leiteten Inhibitoren mit einem Amidrazon in para-Position des Phenylalanins waren 
gegenüber HAT allerdings inaktiv. Offenbar kann mit diesem Strukturmotiv die 
S1-Tasche der HAT, im Gegensatz zum Thrombin, nicht besetzt werden.  
In der vorliegenden Arbeit wurden zahlreiche substratanaloge Inhibitoren identifiziert, 
die HAT mit Ki-Werten < 30 nM wirksam hemmen. Diese Verbindungen haben sich 
auch in verschiedenen Zellkulturuntersuchungen als wirksam erwiesen und die Vermeh-
rung verschiedener Influenzastämme mit Hämagglutinin der Subtypen H1 und H3 deut-
lich reduziert. Für solche stark basischen Benzamidinderivate wurden außerdem ver-
schiedene Prodrugstrategien entwickelt, wie z. B. bei den Arzneistoffen Dabigatran oder 
Ximelagatran (Hauel et al., 2002; Gustafsson et al., 2004). Möglicherweise könnten 
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einige Derivate für erste Experimente im Tiermodell geeignet sein. Da das Wirkprinzip 
auf zellulärer Ebene bewiesen ist, sollte in zukünftigen Arbeiten das Selektivitätsprofil 
und die Bioverfügbarkeit dieser Verbindungen verbessert werden, damit diese eventuell 





7 Experimenteller Teil 
7.1 Material und Methoden  
7.1.1 Verwendete Materialien 
Die verwendeten Lösungsmittel wurden von den Firmen Acros, VWR, Fisher Scientific, 
Fluka oder Sigma-Aldrich bezogen. Lösungsmittel zum Waschen von Ansätzen stamm-
te aus Hochschullieferungen, das benutzte DMF hatte die Bezeichnung „für die HPLC“. 
Trockene Lösungsmittel wurden durch Lagerung über geeignetem Molsieb oder im Fal-
le von Diethylether und THF durch Lagerung und Destillation über Natrium hergestellt. 
Für die analytische und präparative HPLC wurde Acetonitril der Firmen VWR  
(HiPerSolv CHROMANORM) und Sigma-Aldrich (CHROMASOLV for HPLC) sowie 
Reinstwasser verwendet. Das Reinstwasser wurde mit einer NOWApure select Anlage 
(KSN Wassertechnik, Nistertal) erhalten. Wässrige Lösungen von Säuren, Basen oder 
Salzen wurden mit demineralisiertem Wasser hergestellt. Trifluoressigsäure stammte 
aus Hochschullieferungen der Firma Solvay. Standardchemikalien wurden von den 
Firmen Acros, Sigma-Aldrich, Fluka, Fisher, VWR und Roth bezogen, bei Ausnahmen 
ist der Hersteller gesondert angegeben. Aminosäuren und deren Derivate sowie Kopp-
lungsreagenzien stammen von den Firmen Bachem, Novabiochem, IRIS Biotech,  
ORPEGEN Peptide Chemicals, PolyPeptide und Senn Chemicals. 
7.1.2 Dünnschichtchromatographie 
Für die Dünnschichtchromatographie wurden Fertigplatten „Aluminiumoxid 60 F254 
neutral“ der Firma Merck und als Laufmittel ein Gemisch aus n-Butanol, Eisessig und 
Wasser (4:1:1) verwendet. Die Detektion der Verbindungen erfolgte durch UV-
Absorption bei 254 nm. Außerdem wurden die DC-Platten mit Ninhydrinsprühreagenz 
(300 mg Ninhydrin gelöst in 100 mL n-Butanol und 3 mL Eisessig) angefärbt. Die an-





7.1.3 HPLC und Lyophilisierung  
Für sämtliche HPLC-Untersuchungen wurden Reinstwasser mit 0,1 % TFA (A) und 
Acetonitril mit 0,1 % TFA (B) als Laufmittel verwendet. Die Detektion erfolgte bei 
220 nm. Zur Charakterisierung der Verbindungen wird die Acetonitrilkonzentration, bei 
der die betreffende Verbindung eluiert als % B angegeben. 
HPLC 1: 
Sofern nicht anders gekennzeichnet, wurden alle analytischen HPLC-Chromatogramme 
an einer Anlage LC-10A der Firma Shimadzu, bestehend aus den Teilsystemen CTO-
10A Säulenofen, DGU-14A Degasser, SIL-10Axl Autoinjektor, zwei LC-10ATvP-
Pumpen, SCL-10AvP System Controller und einem SPD-M10AvP Dioden-Array-
Detektor aufgenommen (Säule: Nucleodur 5 µM C-18ec, 100 Å, 250 × 4,6 mm der 
Firma Macherey-Nagel). Die Chromatogramme wurden mit einem linearen Gradienten 
von 1 % B/min und einer Flussrate von 1 mL/min bei unterschiedlichen Startbedingun-
gen (1, 10, 20, 30 und 40 % B) entwickelt.  
HPLC 2: 
Einige analytische HPLC-Chromatogramme wurden zur Reaktionskontrolle und zur 
Charakterisierung von Zwischenprodukten auf einer Anlage LC-10A der Firma Shi-
madzu, bestehend aus den Teilsystemen CTO-10A Säulenofen, zwei LC-10AS Pumpen, 
SCL-10AvP System Controller und einem SPD-M10A UV-Vis-Detektor aufgenommen 
(Säule: Chromolith Performance 2 µM C-18 endcapped, 130 Å, 100 × 4,6 mm der Fir-
ma Merck). Die Chromatogramme wurden mit einem linearen Gradienten 10 % B/min 
und einer Flussrate von 4 mL/min, beginnend bei 1 % B, entwickelt. Zur Unterschei-
dung werden die Angaben in den Versuchsbeschreibungen mit „HPLC 2“ gekennzeich-
net.  
Präparative HPLC: 
Für präparative HPLC-Reinigungen wurde eine Anlage, bestehend aus zwei Varian 
PrepStar-Pumpen, Modell 218, einem ProStar Detektor, Modell 320, und einem Varian 
Fraktionskollektor, Modell 701, verwendet. Als Säulen dienten: 
Nucleodur 100-5 C8ec, 100 Å, der Firma Macherey-Nagel 
Nucleosil 300-5 C18, 300 Å, der Firma Macherey-Nagel  




mit den Abmessungen 250 × 32 mm. Verwendet wurde ein geeigneter, linearer Gradient 
mit einer Flussrate von 20 mL/min. 
7.1.4 Lyophilisierung 
Zur Gefriertrocknung wurden die synthetisierten Verbindungen in 80 % tert.-Butanol in 
demineralisiertem Wasser oder in reinem demineralisiertem Wasser an einer Gefrier-
trocknungsanlage Alpha 2-4 LDplus (Christ, Osterode am Harz) lyophilisiert. 





C-Spektren wurden an einem Jeol-ECX-400 (Jeol Inc., USA) bei 400,0 
bzw. 100,6 MHz aufgenommen und durch Zugabe von TMS referenziert; die chemische 
Verschiebung wurde in ppm angegeben. Die molekulare Masse der synthetisierten Ver-
bindungen wurde mit einem QTrap 2000 ESI Massenspektrometer (Applied Biosys-
tems, USA) oder einem VG-Autospec (Micromass, USA) bestimmt. 
7.2 Enzymkinetische Messungen unter Verwendung von AMC-Substraten 
7.2.1 Allgemeines 
Die Bestimmung der Hemmkonstanten der synthetisierten Verbindungen wurde auf 
FluoroNunc F96 MaxiSorp-Platten der Firma Nunc (Langenselbold) mit einem Fluores-
zenzplattenleser Tecan Safire
2
 (Tecan, Schweiz) durchgeführt. Als Substrate wurden 
Peptide mit dem Fluorophor 7-Amino-4-methylcoumarin verwendet (λex = 380 nm, 
λem = 460 nm). Auf jeder 96-well-Platte wurden, neben den Messungen in Gegenwart 
der Inhibitoren, die enzymkinetischen Parameter Km und Vmax bestimmt. 
Von den Verbindungen wurden Stammlösungen mit einer Konzentration von 10 mM 
oder 100 mM in DMSO hergestellt. Die Konzentration der Inhibitoren im Messansatz 
war mindestens 10-fach höher als die Enzymkonzentration und wurde über mindestens 
eine Größenordnung variiert. Bei der Berechnung der Molekulargewichte wurde für 
jede basische Gruppe und für jede Amidinohydrazongruppe ein Molekül TFA addiert.  
Der allgemeine Messansatz ist in Tabelle 7.1 zusammengestellt. Die Messungen wurden 




Tabelle 7.1 Allgemeiner Messansatz zur Bestimmung der Hemmkonstanten mit AMC-Substraten. 
Volumen (µL) Reagenz 
2 Inhibitor in DMSO 
160 Puffer 
20 Substrat in 50 % DMSO oder Wasser 




Aus den erhaltenen Zeit-Umsatz-Kurven wurden durch lineare Regression die steady-
state-Geschwindigkeiten v bestimmt. Die erhaltenen Werte wurden mittels Gleichung 1 
angepasst und die Ki-Werte berechnet. 
Gleichung 1 Gleichung für eine reversible-kompetitive Enzymhemmung. (v: Geschwindigkeit der En-
zymreaktion; Vmax: Maximalgeschwindigkeit der ungehemmten Enzymreaktion; S: Substratkonzentrati-
on; Km: Michaelis-Menten-Konstante; I: Inhibitorkonzentration; Ki: Inhibitionskonstante) 
(1)   
      
      
 
  
   
 
Die errechneten Ki-Werte entsprechen den Mittelwerten aus mindestens zwei unabhän-
gigen Bestimmungen.  
7.2.2 Bestimmung der Hemmkonstanten für Furin  
Die Hemmkonstanten wurden mit rekombinantem, humanem Furin (Kacprzak et al., 
2004) in 100 mM HEPES Puffer pH 7,0 mit 0,2 % Triton X-100, 2 mM CaCl2, 0,02 % 
Natriumazid und 1 mg/mL BSA durchgeführt (Becker et al., 2010). Als Substrat wurde 
pyroGlu-RTKR-AMC (Bachem, Weil am Rhein) mit den Konzentrationen 3,25, 13 und 
35,5 µM verwendet. Die Enzymkonzentration im Messansatz betrug 0,95 nM, basierend 
auf der Bestimmung des Proteingehalts bei einem Molekulargewicht von 70 kDa 
(Informationen von Iris Lindberg). 
7.2.3 Bestimmung der Hemmkonstanten für HAT 
Für die enzymkinetischen Messungen wurde eine verkürzte Variante der human airway 
trypsin-like protease (R&D Systems, Wiesbaden; Katalog Nummer 2695-SE) in 50 mM 




de H-D-Cha-Pro-Arg-AMC mit den Konzentrationen 50, 100 und 200 µM verwendet, 
das im Arbeitskreis synthetisiert wurde. Die Enzymkonzentration wurde mit dem vom 
Hersteller angegebenen Molekulargewicht von 42 kDa berechnet und betrug 23,8 pM 
im Messansatz.  
7.2.4 Screening der Inhibitoren mit HAT 
Für das initiale Inhibitorscreening wurde das Substrat H-D-Cha-Pro-Arg-AMC in einer 
Konzentration von 100 µM verwendet. Von den Inhibitoren wurde eine Verdünnungs-
reihe im Bereich von 10 mM bis 10 µM über vier Schritte eingesetzt. Die Steigungen 
der erhaltenen Zeit-Umsatz-Kurven wurden als Funktion der Inhibitorkonzentration 
aufgetragen und der Ki-Wert nach Gleichung 1 berechnet.  
7.3 Enzymkinetische Messungen unter Verwendung von pNA-Substraten 
7.3.1 Bestimmung der Hemmkonstanten für Thrombin, FXa und Plasmin 
Die Bestimmung der Hemmkonstanten für Thrombin, FXa und Plasmin erfolgte in 
50 mM Tris Puffer pH 8,0 mit 0,9 % NaCl und 5 % Ethanol unter Verwendung geeigne-
ter pNA-Substrate bei 405 nm. Der allgemeine Messansatz ist in Tabelle 7.2 zusam-
mengestellt. Die Messungen wurden durch Zugabe des Enzyms gestartet, nach fünf bis 
zehn Minuten durch Hinzufügen von 25 µL 50 % Essigsäure beendet und die Absorpti-
on bestimmt (Stürzebecher et al., 1997).  
Tabelle 7.2 Allgemeiner Messansatz zur Bestimmung der Hemmkonstanten mit pNA-Substraten. 
Volumen (µL) Reagenz 
200 Inhibitor in Messpuffer 
25 Substrat in Wasser 





Die Ki-Werte wurden nach der Methode von Dixon bei zwei verschiedenen Substrat-
konzentrationen und vier verschiedenen Inhibitorkonzentrationen mittels eines Compu-
terprogramms bestimmt (Dixon, 1953). Die verwendeten Substrate wurden in unserem 





Enzymkonzentration im Ansatz: 6,77  10-10 M 
Substrat: MeSO2-D-Cha-Gly-Arg-pNA; Konzentration: 2, 1 und 0,5 mM 
Faktor Xa (human) 
Enzymkonzentration im Ansatz: 4,94  10-10 M 
Substrat: CH3OCO-D-Cha-Gly-Arg-pNA; Konzentration: 2, 1 und 0,5 mM 
Plasmin (human) (Chromogenix, Lexington, USA) 
Enzymkonzentration im Ansatz: 2,24  10-9 M 
Substrat: Tos-Gly-Pro-Lys-pNA; Konzentration: 2, 1 und 0,5 mM 
7.3.2 Bestimmung der prozentualen Hemmung von Subtilisin 
Subtilisin aus Bacillus lichenformis (Sigma Aldrich, München; Katalog Nummer 
P5380) wurde in einer finalen Konzentration von 0,92 nM eingesetzt. Die Bestimmun-
gen erfolgten in 50 mM Tris Puffer pH 7,5 mit 1 M NaCl und 0,01 % Triton X-100 un-
ter Verwendung von Succinoyl-Ala-Ala-Pro-Phe-pNA (Bachem, Weil am Rhein) als 
Substrat bei 405 nm. Das Substrat wurde in DMSO gelöst und in einer Konzentration 
von 1 mM verwendet. Von den Inhibitoren wurden Lösungen in Messpuffer mit einer 
Konzentration von 100 µM hergestellt.  
Zu 160 µL Inhibitorlösung wurden 20 µL Substratlösung gegeben und die Reaktion 
durch Zugabe von 20 µL Enzymlösung gestartet. Außerdem wurde die maximale Reak-
tionsgeschwindigkeit ermittelt, indem statt der Inhibitorlösung 160 µL Messpuffer ver-
wendet wurden. Durch lineare Regression wurden die steady-state-Geschwindigkeiten 
der einzelnen Enzymreaktionen berechnet. Aus den bestimmten Geschwindigkeiten in 
Gegenwart und Abwesenheit des Inhibitors wurde die prozentuale Hemmung der Inhi-





7.4 Allgemeine Synthesevorschriften 
Zu Beginn sind allgemeine Synthesevorschriften aufgeführt, die in den folgenden Ab-
schnitten wiederholt verwendet werden.  
 
Vorschrift A:  
Alkylierung von Phenolen mit Benzylbromidderivaten (Lin et al., 2005) 
Das entsprechende Phenol wurde mit jeweils 1,5 Äquivalenten Kaliumiodid und was-
serfreiem Kaliumcarbonat in destilliertem THF (6 mL/mmol Phenol) suspendiert. Zu 
der Suspension wurden 1,3 Äquivalente des entsprechenden Benzylbromids gegeben 
und der Ansatz unter Rückfluss für ca. sechs Stunden erhitzt. Die Umsetzung wurde mit 
HPLC überprüft; bei unvollständiger Reaktion wurden weitere 0,5 Äquivalente des 
Benzylbromids hinzugegeben und zusätzliche drei Stunden erhitzt. Das Lösungsmittel 
wurde im Vakuum entfernt und der Rückstand in EtOAc aufgenommen. Es wurde 
dreimal mit 5 % KHSO4-Lösung, dreimal mit ges. NaHCO3-Lösung und zweimal mit 
gesättigter NaCl-Lösung gewaschen, über Na2SO4 getrocknet und filtriert. Das Lö-
sungsmittel wurde im Vakuum entfernt. 
 
Vorschrift B: 
Umwandlung von Carbonylgruppen in Amidinohydrazone (Ulrich and Cerami, 
1984) 
Die Carbonylverbindungen wurden in 50 % Ethanol (2 mL/mmol) gelöst bzw. suspen-
diert und der Ansatz auf 80 °C erhitzt. Zu dem Ansatz wurde Aminoguanidin × HCl 
(1,3 Äquivalente pro mmol Carbonylverbindung) und 5 mol% Salzsäure gegeben. Es 
wurde unter Rückfluss für sechs Stunden erhitzt und die Umsetzung mit HPLC über-
prüft. Bei unvollständiger Reaktion wurde Aminoguanidin × HCl nachdosiert und wei-
tere sechs Stunden unter Rückfluss erhitzt. Der Ansatz wurde auf Raumtemperatur ab-
gekühlt und das Lösungsmittel im Vakuum entfernt. Das Produkt wurde mittels präpa-






PyBOP-Kopplung (Frerot et al., 1991)  
Die Aminokomponente wurde zusammen mit einem Äquivalent der Carboxyl-
komponente in DMF gelöst. Nach Zugabe von 1,05 Äquivalenten PyBOP wurde der 
pH-Wert mit DIPEA (zwei bis drei Äquivalente) auf pH 8-9 eingestellt, 20 Minuten bei 
0 °C und anschließend weitere zwei Stunden bei Raumtemperatur gerührt. Das Lö-
sungsmittel wurde im Vakuum entfernt und das Produkt direkt präparativ über HPLC 
aufgereinigt und aus 80 % tert.-Butanol lyophilisiert. Alternativ wurde der Rückstand in 
EtOAc aufgenommen, zweimal mit 5 % KHSO4-Lösung, zweimal mit gesättigter 
NaHCO3-Lösung und einmal mit gesättigter NaCl-Lösung gewaschen, über Na2SO4 




Die Aminokomponente wurde zusammen mit einem Äquivalent der Carboxyl-
komponente in DMF gelöst. Nach Zugabe von 1,1 Äquivalenten HBTU und HOBt 
wurde der pH-Wert mit DIPEA auf pH 8-9 eingestellt und 30 Minuten bei 0 °C gerührt, 
anschließend weitere zehn Stunden bei Raumtemperatur. Das Lösungsmittel wurde im 
Vakuum entfernt, das Produkt präparativ über HPLC aufgereinigt und aus 80 % tert.-
Butanol lyophilisiert. 
 
Vorschrift E:  
Mischanhydridverfahren 
Die entsprechende Carboxylkomponente wurde in DMF gelöst (5 mL/mmol). Unter 
Rühren wurden jeweils 1 Äquivalent N-Methylmorpholin und Chlorkohlensäure-
isobutylester bei -15 °C zugegeben. Das Salz der Aminokomponente (1 Äquivalent) 
wurde in ca. 5 mL DMF suspendiert und mit einem bis zwei Äquivalenten 
N-Methylmorpholin versetzt. Diese Suspension wurde nach 15 Minuten zu der Lösung 
der Carboxylkomponente gegeben und für eine Stunde bei -15 °C, dann über Nacht bei 






Umwandlung von Säurechloriden in acylierte Aminoguanidine (Bignon, 2002) 
Pro mmol Säurechlorid wurden 1,3 Äquivalente Aminoguanidin × HCO3
-
 in wasserfrei-
em Pyridin suspendiert. Unter Eiskühlung wurde das entsprechende Säurechlorid porti-
onsweise zugegeben und der Ansatz zwölf Stunden bei Raumtemperatur gerührt. Das 
Lösungsmittel wurde im Vakuum entfernt und der verbleibende Rückstand mit 20 mL 
1 N Natronlauge versetzt. Der erhaltene Niederschlag wurde durch Filtration isoliert, 
mehrfach mit wenig Eiswasser gewaschen und im Feinvakuum getrocknet. 
 
Vorschrift G:  
Einführung der Benzylsulfonylgruppen nach Silylierung (Schwarz et al., 1981) 
Die entsprechende Aminosäure wurde in trockenem DCM suspendiert (7 mL/mmol) 
und mit 2,2 Äquivalenten Trimethylsilylchlorid und 2,2 Äquivalenten DIPEA versetzt. 
Der Ansatz wurde für eine Stunde unter Rückfluss erhitzt. Nach Abkühlen im Eisbad 
wurden 1,1 Äquivalente Benzylsulfonylchlorid und 1,1 Äquivalente DIPEA zugegeben 
und der Ansatz 15 Minuten bei 0 °C, anschließend drei Stunden bei Raumtemperatur 
gerührt. Das Lösungsmittel wurde im Vakuum entfernt und der Rückstand in Wasser 
aufgenommen. Die wässrige Phase (pH > 10) wurde zweimal mit wenig EtOAc gewa-
schen, dann mit HCl (pH 2-3) angesäuert. Das Produkt wurde dreimal mit EtOAc extra-
hiert. Die vereinigten EtOAc-Phasen wurden mit 5 % KHSO4-Lösung und gesättigter 
NaCl-Lösung gewaschen, über Na2SO4 getrocknet und filtriert. Das Lösungsmittel wur-
de im Vakuum entfernt.  
 
Vorschrift H: 
Abspaltung von Boc- und tBu-Schutzgruppen mit 90 % TFA 
Die Boc- oder tBu-geschützte Verbindung wurde in 90 % TFA (5 mL/mmol) gelöst, für 
eine bis drei Stunden bei Raumtemperatur stehen gelassen und gelegentlich umgeschüt-
telt. Das Lösungsmittel wurde im Vakuum entfernt, der Rückstand in wenig Methanol 
angelöst und das Produkt in Diethylether gefällt. Alternativ wurde das Lösungsmittel im 






Verseifung der Methylester mit 1 M NaOH 
Der entsprechende Ester wurde in einer Mischung aus 1,4-Dioxan und Wasser (1:1; 
10 mL/mmol Ester) gelöst. Es wurde 1 M NaOH zugegeben bis pH 12 erreicht wurde 
und in der Regel drei Stunden bei Raumtemperatur gerührt. Der Ansatz wurde mit TFA 
neutralisiert und das Lösungsmittel im Vakuum entfernt. Das Produkt wurde mittels 
präparativer HPLC aufgereinigt und aus 80 % tert.-Butanol lyophilisiert.  
 
Vorschrift J: 
Synthese der Hydroxyamidine (Stüber et al., 1995) 
Das entsprechende Nitril wurde mit zwei Äquivalenten Hydroxylamin × HCl und zwei 
Äquivalenten DIPEA in absolutem Ethanol (5 mL/mmol Nitril) gelöst und unter Rück-
fluss für fünf Stunden erhitzt. Anschließend wurde das Lösungsmittel im Vakuum ent-
fernt, der Rückstand in EtOAc aufgenommen und dreimal mit ges. NaHCO3-Lösung 
gewaschen. Die organische Phase wurde über Na2SO4 getrocknet, filtriert und das Lö-
sungsmittel im Vakuum entfernt.  
 
Vorschrift K: 
Darstellung der Amidine aus den Hydroxyamidinen (Judkins et al., 1996) 
Die Hydroxyamidino-Verbindung wurde in Essigsäure (10 mL/mmol) gelöst, mit drei 
Äquivalenten Acetanhydrid versetzt und drei Stunden bei Raumtemperatur gerührt. Zu 
der Reaktionslösung wurde 90 % Essigsäure und 10 mol% Pd/C als Katalysator gege-
ben. Der Ansatz wurde unter H2-Atmosphäre für mindestens zwölf Stunden bei Raum-
temperatur hydriert. Das Lösungsmittel wurde im Vakuum entfernt, das Produkt mittels 





7.5 Synthese der Vorstufen  
In diesem Teil sind die Synthesen für die Grundbausteine der Inhibitoren beschrieben. 
Bei Bedarf wurden Nachsynthesen in größerem Maßstab durchgeführt, die nicht geson-
dert aufgeführt sind. Da bei einigen Vorstufen auf eine Aufreinigung verzichtet wurde 
und die Rohprodukte noch Salze enthielten, wird bei diesen keine prozentuale Ausbeute 
angegeben.  






0,5 g (2,93 mmol) Diphenylether und 0,62 mL (8,81 mmol) Acetylchlorid wurden in 
20 mL trockenem DCM gelöst. Unter Eiskühlung wurden portionsweise 1,5 g 
(11,46 mmol) Aluminiumchlorid hinzugegeben und der Ansatz für zwei Stunden unter 
Rückfluss erhitzt, dann für 24 Stunden bei Raumtemperatur gerührt. Der Ansatz wurde 
auf Eis gegossen und dreimal mit Chloroform extrahiert. Die vereinigten organischen 
Phasen wurden dreimal mit 5 % KHSO4-Lösung, dreimal mit ges. NaHCO3-Lösung und 
dreimal mit ges. NaCl-Lösung gewaschen, über Na2SO4 getrocknet und filtriert. Das 
Lösungsmittel wurde im Vakuum entfernt. 
Ausbeute: 0,74 g (99,7 % der Theorie), gelber Feststoff. 




H-NMR: 400 MHz, DMSO-d6 [ppm]= 2,18 (s, 6 H), 6,92-7,87 (2d, 8 H, aromatisch). 








0,4 g (2,25 mmol) 3,5-Diacetylanilin (Ulrich and Cerami, 1984) und 0,37 g (2,70 mmol) 
wasserfreies Kaliumcarbonat wurden in 10 mL trockenem DCM suspendiert. Zu der 
Suspension wurden langsam 0,21 mL (2,63 mmol) Chloracetylchlorid gegeben und fünf 
Stunden unter Rückfluss erhitzt. Der Ansatz wurde auf Eis gegossen und dreimal mit 
DCM extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen wurden zweimal mit ges. NaCl-
Lösung gewaschen, über Na2SO4 getrocknet und filtriert. Das Lösungsmittel wurde im 
Vakuum entfernt. 
Ausbeute: 0,53 g (93,8 % der Theorie), bräunlicher Feststoff. 













0,4 g (4,29 mmol) Anilin und 0,71 g (5,14 mmol) wasserfreies Kaliumcarbonat wurden 
in 10 mL trockenem DCM suspendiert. Zu der Suspension wurden langsam 0,4 mL 
(5,0 mmol) Chloracetylchlorid gegeben und fünf Stunden unter Rückfluss erhitzt. Der 
Ansatz wurde auf Eis gegossen und dreimal mit DCM extrahiert. Die vereinigten orga-
nischen Phasen wurden über Na2SO4 getrocknet, filtriert und das Lösungsmittel im Va-
kuum entfernt.  
Ausbeute: 0,73 g (99,7 % der Theorie), weißer Feststoff. 
HPLC: 38,7 % B; MS ber.: 169,03, MS gef.: 170,01 (M+H)
+
.  





0,1 g (0,56 mmol) 3,5-Diacetylanilin (Ulrich and Cerami, 1984) wurden in 1,5 mL 
Schwefelsäure (3 %) gelöst und unter Eiskühlung mit 43 mg (0,62 mmol) NaNO2 ver-
setzt. Nach 30 Minuten wurden 10 mg Harnstoff hinzugefügt und für eine Stunde auf 
80 °C erwärmt. Der Ansatz wurde mit ges. NaCl-Lösung verdünnt und das Produkt 
dreimal mit EtOAc extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen wurden über Na2SO4 
getrocknet, filtriert und das Lösungsmittel im Vakuum entfernt. 
Ausbeute: 74 mg (73,5 % der Theorie), orangener Feststoff. 
HPLC: 33,4 % B; MS ber.: 178,06, MS gef.: 177,15 (M-H)
-
.  








0,1 g (0,39 mmol) des Intermediats 2, 74 mg (0,79 mmol) Phenol und 0,25 g 
(0,76 mmol) Cs2CO3 wurden in 10 mL ACN suspendiert und fünf Stunden unter Rück-
fluss erhitzt. Das Lösungsmittel wurde im Vakuum entfernt und der verbleibende Fest-
stoff in Wasser aufgenommen. Das Produkt wurde dreimal mit EtOAc extrahiert, die 
vereinigten organischen Phasen dreimal mit ges. NaHCO3-Lösung und dreimal mit 5 % 
KHSO4-Lösung gewaschen, über Na2SO4 getrocknet und filtriert. Das Lösungsmittel 
wurde im Vakuum entfernt. 
Ausbeute: 0,12 g (99,8 % der Theorie), brauner Feststoff. 
















71 mg (0,28 mmol) des Intermediats 2, 50 mg (0,28 mmol) des Intermediats 4 und 
91 mg (0,28 mmol) Cs2CO3 wurden in 5 mL ACN suspendiert und zwei Stunden unter 
Rückfluss erhitzt. Das Lösungsmittel wurde im Vakuum entfernt und der verbleibende 
Feststoff in ges. NaHCO3-Lösung aufgenommen. Das Produkt wurde dreimal mit 
EtOAc extrahiert, die vereinigten organischen Phasen dreimal mit 5 % KHSO4-Lösung 
und dreimal mit ges. NaCl-Lösung gewaschen, über Na2SO4 getrocknet und filtriert. 
Das Lösungsmittel wurde im Vakuum entfernt. 
Ausbeute: 70 mg (63,6 % der Theorie), brauner Feststoff. 
HPLC: 48,8 % B; MS ber.: 395,14, MS gef.: 396,2 (M+H)
+
.  







19 mg (0,11 mmol) des Intermediats 3, 20 mg (0,11 mmol) des Intermediats 4 und 
43 mg (0,13 mmol) Cs2CO3 wurden in 5 mL ACN suspendiert und vier Stunden unter 
Rückfluss erhitzt. Das Lösungsmittel wurde im Vakuum entfernt und der verbleibende 
Feststoff in ges. NaHCO3-Lösung aufgenommen. Das Produkt wurde dreimal mit 
EtOAc extrahiert, die vereinigten organischen Phasen dreimal mit 5 % KHSO4-Lösung 
und zweimal mit ges. NaCl-Lösung gewaschen, über Na2SO4 getrocknet und filtriert. 
Das Lösungsmittel wurde im Vakuum entfernt. 
Ausbeute: 26 mg (74,7 % der Theorie), gelber Feststoff. 
HPLC: 49,1 % B; MS ber.: 311,12, MS gef.: 333,9 (M+Na)
+
.  









60 mg (0,23 mmol) des Intermediats 2, 48 mg (0,35 mmol) 3-Hydroxyacetophenon und 
116 mg (0,35 mmol) Cs2CO3 wurden in 5 mL ACN suspendiert und vier Stunden unter 
Rückfluss erhitzt. Das Lösungsmittel wurde im Vakuum entfernt und der Rückstand in 
ges. NaHCO3-Lösung aufgenommen. Das Produkt wurde dreimal mit EtOAc extrahiert, 




ges. NaCl-Lösung gewaschen, über Na2SO4 getrocknet und filtriert. Das Lösungsmittel 
wurde im Vakuum entfernt. 
Ausbeute: 79 mg (94,4 % der Theorie), bräunlicher Feststoff. 












100 mg (0,39 mmol) des Intermediats 2, 80 mg (0,59 mmol) 4-Hydroxyacetophenon 
und 193 mg (0,59 mmol) Cs2CO3 wurden in 5 mL ACN suspendiert und vier Stunden 
unter Rückfluss erhitzt. Das Lösungsmittel wurde im Vakuum entfernt und der Rück-
stand in ges. NaHCO3-Lösung aufgenommen. Das Produkt wurde dreimal mit EtOAc 
extrahiert, die vereinigten organischen Phasen dreimal mit 5 %-KHSO4 Lösung, zwei-
mal mit ges. NaCl-Lösung gewaschen, über Na2SO4 getrocknet und filtriert. Das Lö-
sungsmittel wurde im Vakuum entfernt. 
Ausbeute: 122 mg (87,7 % der Theorie), gelber Feststoff. 








0,25 g (1,83 mmol) 2-Hydroxyacetophenon wurden mit para-Chlorbenzylbromid nach 
Vorschrift A umgesetzt. 
Ausbeute: 1,0 g, gelbes Öl. 
HPLC: 66,5 % B; MS ber.: 260,06, MS gef.: 261,06 (M+H)
+
.  





0,25 g (1,83 mmol) 4-Hydroxyacetophenon wurden mit para-Chlorbenzylbromid nach 
Vorschrift A umgesetzt. 
Ausbeute: 0,54 g, gelber Feststoff. 












0,25 g (1,83 mmol) 3-Hydroxyacetophenon wurden mit para-Chlorbenzylbromid nach 
Vorschrift A umgesetzt. 
Ausbeute: 0,61 g, gelber Feststoff. 




Die Verbindungen in der folgenden Tabelle wurden nach der allgemeinen Vor-
schrift A aus Salicylaldehyd und den entsprechenden Benzylbromiden dargestellt: 





































































































































































 Diese Verbindung wurde, abweichend von der allgemeinen Vorschrift, nicht gewa-








0,5 g (4,1 mmol) 2-Hydroxybenzaldehyd wurden nach Vorschrift A, jedoch nur mit 
0,6 Äquivalenten 1,4-Bis(Brommethyl)benzol umgesetzt. 
Ausbeute: 0,75 g (90,0 % der Theorie), grauer Feststoff. 











0,5 g (4,1 mmol) 2-Hydroxybenzaldehyd wurden nach Vorschrift A, jedoch nur mit 
0,6 Äquivalenten 1,3-Bis(Brommethyl)benzol umgesetzt.  
Ausbeute: 0,67 g (79,5 % der Theorie), gelber Feststoff. 
HPLC: 68,1 % B.  




O H  
0,5 g (4,1 mmol) 2-Hydroxybenzaldehyd wurden nach Vorschrift A, jedoch nur mit 




Ausbeute: 0,44 g (52,3 % der Theorie), grauer Feststoff. 
HPLC: 66,7 % B; MS ber.: 346,12, MS gef.: 347,19 (M+H)
+
. 









0,5 g (3,7 mmol) 3-Aminoacetophenon und 1,06 g (4,8 mmol) para-Nitrobenzol-
sulfonsäurechlorid wurden in 10 mL trockenem DCM gelöst. Zu der Lösung wurden 
820 µL DIPEA (4,81 mmol) gegeben und der Ansatz eine Stunde bei Raumtemperatur 
gerührt. Das Lösungsmittel wurde im Vakuum entfernt und der Rückstand in EtOAc 
suspendiert. Nach Absaugen verblieb ein weißer Feststoff, der im Feinvakuum getrock-
net wurde.  
Ausbeute: 0,95 g (80,5 % der Theorie), weißer Feststoff. 












0,4 g (1,25 mmol) des Intermediats 27 wurden in 100 mL EtOAc gelöst und mit 1,8 g 
(6,25 mmol) Zinn(II)chlorid × H2O versetzt. Der Ansatz wurde für vier Stunden bei 
80 °C, dann über Nacht bei Raumtemperatur gerührt. Die Mutterlauge wurde zweimal 
mit Wasser, dreimal mit ges. NaHCO3-Lösung und zweimal mit ges. NaCl-Lösung ge-
waschen, über Na2SO4 getrocknet und filtriert. Das Lösungsmittel wurde im Vakuum 
entfernt.  
Ausbeute: 0,25 g (70,3 % der Theorie), brauner Feststoff. 
HPLC: 48,0 % B; MS ber.: 290,07, MS gef.: 312,9 (M+Na)
+
. 




0,15 g (1,09 mmol) 3-Aminoacetophenon wurden nach Vorschrift B umgesetzt. 
Ausbeute: 0,39 g (84,9 % der Theorie), weißer Feststoff. 


















0,15 g (0,627 mmol) 4-Acetyl-4-phenylpiperidin × HCl wurden mit Boc-Arginin × HCl 
nach Vorschrift C gekoppelt und mittels präparativer HPLC aufgereinigt.  
Ausbeute: 0,28 g (76,6 % der Theorie), weißer Feststoff. 
HPLC: 42,8 % B; MS ber.: 459,28, MS gef.: 460,2 (M+H)
+
.  







Von 0,15 g (0,26 mmol) des Intermediats 30 wurde die Boc-Schutzgruppe nach Vor-
schrift H abgespalten, das Produkt gefällt und lyophilisiert. 
Ausbeute: 0,15 g (98,6 % der Theorie), weißer Feststoff. 
HPLC: 26,3 % B; MS ber.: 359,23, MS gef.: 360,26 (M+H)
+
. 









0,15 g (0,627 mmol) 4-Acetyl-4-phenylpiperidin × HCl wurden mit Boc-Glycin nach 
Vorschrift C gekoppelt und anschließend gewaschen.  
Ausbeute: 0,22 g (97,3 % der Theorie), weißer Feststoff. 












Von 0,15 g (0,41 mmol) des Intermediats 32 wurde die Boc-Schutzgruppe nach Vor-
schrift H abgespalten, das Produkt gefällt und lyophilisiert. 
Ausbeute: 0,16 g, rötlicher Feststoff. 

















0,1 g (0,26 mmol) des Intermediats 33 wurden an Boc-Arginin × HCl nach Vorschrift C 
gekoppelt. Abweichend von Vorschrift C wurde nach zwei Stunden das Lösungsmittel 
im Vakuum entfernt und das resultierende Öl direkt ohne weitere Charakterisierung zu 
Derivat 35 umgesetzt. 
HPLC: 42,6 % B HPLC 2. 











Das resultierende Öl aus 34 wurde nach Vorschrift H behandelt, gefällt und lyophili-
siert.  
Ausbeute: 0,17 g (99,4 % der Theorie), rötlicher Feststoff. 







7.5.2 Synthese von Vorstufen für Inhibitoren des TAPAP-Typs 








1,0 g (5,67 mmol) 3-Cyanophenylalanin und 2,40 mL (14,16 mmol) DIPEA wurden in 
26 mL eines Gemischs aus DMF und Wasser (2:1) gelöst. Unter Eiskühlung wurde por-
tionsweise 1,5 g (6,61 mmol) α-Naphthylsulfonylchlorid zugegeben und der Ansatz vier 
Stunden bei 0 °C gerührt. Der Ansatz wurde auf Eis gegossen und dreimal mit MTBE 
gewaschen. Die verbliebene wässrige Phase wurde mit HCl angesäuert und das Produkt 
dreimal mit MTBE extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen wurden zweimal mit 
ges. NaCl-Lösung gewaschen, über Na2SO4 getrocknet und filtriert. Das Lösungsmittel 
wurde im Vakuum entfernt.  
Ausbeute: 1,19 g (55,3 % der Theorie), gelber Feststoff. 
HPLC: 49,8 % B; MS ber.: 380,08, MS gef.: 398,05 (M+NH4)
+
. 








1,0 g (5,67 mmol) 3-Cyanophenylalanin wurden mit 1,5 g (6,61 mmol) 
β-Naphthylsulfonylchlorid umgesetzt, wie zuvor für Intermediat 36 beschrieben.  
Ausbeute: 1,47 g (70,8 % der Theorie), gelber Feststoff. 
HPLC: 51,2 % B; MS ber.: 380,08, MS gef.: 398,07 (M+NH4)
+
. 








1,0 g (4,40 mmol) 4-Cyanophenylalanin × HCl wurden mit 1,5 g (6,61 mmol) 
β-Naphthylsulfonylchlorid umgesetzt, wie zuvor für Intermediat 36 beschrieben.  
Ausbeute: 0,25 g (14,8 % der Theorie), gelber Feststoff. 











1,88 g (13,75 mmol) 2-(Pyridin-4-yl)essigsäure wurden in 12,5 mL Methanol suspen-
diert und auf -10 °C gekühlt. Portionsweise wurden 3,25 mL (16,6 mmol) Thionylchlo-
rid hinzugegeben und 30 Minuten bei -10 °C, dann über Nacht bei Raumtemperatur 
gerührt. Das Lösungsmittel wurde im Vakuum entfernt und der Rückstand im Exsicca-
tor getrocknet.  
Ausbeute: 2,03 g (98 % der Theorie), weißer Feststoff. 
HPLC: 10,6 % B; DC: Rf 0,65; MS ber.: 151,06, MS gef.: 152,06 (M+H)
+
. 




1,5 g (9,92 mmol) des Intermediats 39 wurden in 150 mL 90 % HAc gelöst und mit 
35 mg PtO2 versetzt. Der Ansatz wurde unter H2-Atmosphäre für zwei Tage bei 50 °C 
und für weitere zwei Tage bei Raumtemperatur hydriert. Der Katalysator wurde abfilt-
riert und das Lösungsmittel im Vakuum entfernt. Das verbleibende, farblose Öl wurde 
mit n-Hexan versetzt und das Lösungsmittel entfernt. Dieser Vorgang wurde sechsmal 
wiederholt. 
Ausbeute: 1,17 g (75,4 % der Theorie), weißer Feststoff. 
DC: Rf 0,51; MS ber.: 157,11, MS gef.: 158,13 (M+H)
+
. 





7,09 g (55 mmol) Isonipecotinsäure wurden in 50 mL Methanol suspendiert und auf 
-10 °C gekühlt. Portionsweise wurden 13 mL (66,56 mmol) Thionylchlorid hinzugege-
ben und bei -10 °C für 30 Minuten, dann über Nacht bei Raumtemperatur gerührt. Das 
Lösungsmittel wurde im Vakuum entfernt und der Rückstand im Exsiccator getrocknet.  
Ausbeute: 9,6 g (96,9 % der Theorie), weißer Feststoff. 
















0,12 g (0,83 mmol) des Intermediats 41 wurden nach Vorschrift C an Intermediat 36 
gekoppelt. Der Rückstand wurde mit EtOAc aufgenommen und das Produkt entspre-
chend der allgemeinen Vorschrift gewaschen. 
Ausbeute: 0,56 g, gelbes Öl. 
HPLC: 56,9 % B; MS ber.: 505,17, MS gef.: 523,18 (M+NH4)
+
. 









0,24 g (1,65 mmol) des Intermediats 41 wurden nach Vorschrift C an Intermediat 37 
gekoppelt. Der Rückstand wurde mit EtOAc aufgenommen und das Produkt entspre-
chend der allgemeinen Vorschrift gewaschen. 
Ausbeute: 1,18 g, gelber Feststoff. 
HPLC: 57,4 % B; MS ber.: 505,17, MS gef.: 506,21 (M+H)
+
. 










0,17 g (1,09 mmol) des Intermediats 40 wurden nach Vorschrift C an Intermediat 37 
gekoppelt. Der Rückstand wurde mit EtOAc aufgenommen und das Produkt entspre-
chend der allgemeinen Vorschrift gewaschen. 
Ausbeute: 0,63 g, gelbes Öl. 















0,18 g (2,16 mmol) Piperidin wurden nach Vorschrift C an Intermediat 37 gekoppelt. 
Der Rückstand wurde mit EtOAc aufgenommen und das Produkt entsprechend der all-
gemeinen Vorschrift gewaschen. 
Ausbeute: 0,89 g, gelber Feststoff. 
HPLC: 61,5 % B; MS ber.: 447,16, MS gef.: 448,09 (M+H)
+
. 








56 mg (0,65 mmol) Piperidin wurden nach Vorschrift C an Intermediat 38 gekoppelt. 
Der Rückstand wurde mit EtOAc aufgenommen und das Produkt entsprechend der all-
gemeinen Vorschrift gewaschen. 
Ausbeute: 0,15 g, gelbes Öl. 
HPLC: 61,0 % B; MS ber.: 447,16, MS gef.: 465,33 (M+NH4)
+
. 









60 mg (0,65 mmol) Homopiperidin wurden nach Vorschrift C an Intermediat 38 gekop-
pelt. Der Rückstand wurde mit EtOAc aufgenommen und das Produkt entsprechend der 
allgemeinen Vorschrift gewaschen. 
Ausbeute: 0,15 g, gelbes Öl. 

















0,3 g (0,59 mmol) des Intermediats 42 wurden nach Vorschrift J umgesetzt.  
Ausbeute: 0,32 g, weißer Feststoff. 
HPLC: 40,9 % B. 











0,6 g (1,18 mmol) des Intermediats 43 wurden nach Vorschrift J umgesetzt.  
Ausbeute: 0,2 g (31,0 % der Theorie), weißer Feststoff. 
HPLC: 42,5 % B; MS ber.: 538,19, MS gef.: 539,16 (M+H)
+
. 












0,27 g (0,52 mmol) des Intermediats 44 wurden nach Vorschrift J umgesetzt.  
Ausbeute: 0,22 g (77,8 % der Theorie), gelber Feststoff. 
















0,30 g (0,67 mmol) des Intermediats 45 wurden nach Vorschrift J umgesetzt, abwei-
chend von der allgemeinen Vorschrift jedoch nicht gewaschen. Nach Entfernung des 
Lösungsmittels wurde das Produkt direkt weiter zu MI-0369 umgesetzt. 
Ausbeute: Es wurde keine Ausbeute bestimmt, farbloses Öl. 
HPLC: 42,5 % B. 










37,5 mg (0,084 mmol) des Intermediats 46 wurden in 0,5 mL 1,4-Dioxan und 20 mL 
Isobutanol gelöst und mit 1 mL HCl in Dioxan (4 M) versetzt. Der Ansatz wurde bei 
4 °C im Kühlschrank für insgesamt acht Tage gelagert. Jeden zweiten Tag wurden 
0,2 mL HCl in Dioxan (4 M) nachdosiert. Das Lösungsmittel wurde im Vakuum ent-
fernt. 
Ausbeute: Es wurde keine Ausbeute bestimmt, weißer Feststoff. 
HPLC: 50,7 % B. 










0,14 g (0,3 mmol) des Intermediats 47 wurden in 0,5 mL Isobutanol gelöst und mit 
1,5 mL HCl in Dioxan (4 M) versetzt. Der Ansatz wurde bei 4 °C im Kühlschrank für 
vier Tage gelagert. Nach zwei Tagen wurden 0,2 mL HCl in Dioxan (4 M) nachdosiert. 




Ausbeute: Es wurde keine Ausbeute bestimmt, weißer Feststoff. 
HPLC: 52,3 % B. 










0,24 g (0,54 mmol) des Intermediats 45 wurden in 0,5 mL Isobutanol gelöst und mit 
1,5 mL HCl in Dioxan (4 M) versetzt. Der Ansatz wurde bei Raumtemperatur für sieben 
Tage gelagert. Bei einer Umsatzrate von 69 % (HPLC) wurde das Lösungsmittel im 
Vakuum entfernt. 
Ausbeute: Es wurde keine Ausbeute bestimmt, gelbes Öl. 
HPLC: 50,3 % B. 
7.5.3 Synthese von Vorstufen substratanaloger Inhibitoren 








0,5 g (3,02 mmol) H-D-Phe-OH wurden nach Vorschrift G umgesetzt. 
Ausbeute: 1,04 g, brauner Feststoff. 
HPLC: 48,8 % B; MS ber.: 319,09, MS gef.: 320,08 (M+H)
+
.  








0,3 g (1,67 mmol) H-D-hPhe-OH wurden nach Vorschrift G umgesetzt. 
Ausbeute: 0,41 g (74,0 % der Theorie), brauner Feststoff. 
















0,5 g (1,78 mmol) H-D-Lys(Cbz)-OH wurden nach Vorschrift G umgesetzt. 
Ausbeute: 0,37 g (84,3 % der Theorie), brauner Feststoff. 
HPLC: 52,3 % B; MS ber.: 434,15, MS gef.: 433,23 (M-H)
-
.  









0,5 g (3,01 mmol) H-D,L-hAla(2-Pyr)-OH wurden in 10 mL 1 M K2CO3-Lösung sus-
pendiert und auf 80 °C erhitzt. Portionsweise wurden 0,57 g (3,01 mmol) Benzylsulfo-
nylchlorid zugegeben und für weitere 30 Minuten auf 80 °C erhitzt. Der Ansatz wurde 
mit HCl angesäuert und das Lösungsmittel im Vakuum entfernt. Das Produkt wurde 
präparativ mittels HPLC isoliert und aus 80 % tert.-BuOH lyophilisiert. 
Ausbeute: 0,11 g (9,3 % der Theorie), brauner Feststoff. 
HPLC: 25,8 % B; MS ber.: 334,10, MS gef.: 335,05 (M+H)
+
.  








0,6 g (2,65 mmol) H-D-Phe(4-CN)-OH wurden nach Vorschrift G umgesetzt. 
Ausbeute: 0,64 g (70,1 % der Theorie), gelber Feststoff. 

















0,3 g (0,87 mmol) des Intermediats 59 wurden nach Vorschrift J umgesetzt. Abwei-
chend von der allgemeinen Vorschrift wurde der gelbe Rückstand nach Entfernung des 
Lösungsmittels nicht gewaschen sondern direkt weiter zu Verbindung 61 umgesetzt. 
Ausbeute: wurde nicht bestimmt, gelbes Öl. 
HPLC: 31,0 % B; MS ber.: 377,10, MS gef.: 378,06 (M+H)
+
.  












Das gesamte Rohprodukt von 60 wurde in 10 mL Eisessig gelöst und mit 300 µL 
(3,15 mmol) Acetanhydrid versetzt. Nach zehn Minuten wurde der Ansatz mit Wasser 
verdünnt und das Produkt zweimal mit EtOAc extrahiert. Die vereinigten organischen 
Phasen wurden zweimal mit gesättigter NaCl-Lösung gewaschen, über Na2SO4 ge-
trocknet und filtriert. Das Lösungsmittel wurde im Vakuum entfernt. 
Ausbeute: 0,40 g, gelbes Öl.  
HPLC: 40,4 % B; MS ber.: 419,12, MS gef.: 418,26 (M-H)
-
.  










3,0 g (13,7 mmol) H-D-Arg(NO2)-OH und 10,4 g (54,7 mmol) Benzylsulfonylchlorid 
wurden in 150 mL eines Gemischs aus Wasser und ACN (4:1) suspendiert. Unter Eis-
kühlung wurde der pH-Wert mit 1 M NaOH auf 8 eingestellt und über Nacht gerührt. Es 
wurde wiederholt 1 M NaOH zugegeben, um den pH-Wert bei 8 zu halten. Der Ansatz 





das Produkt zweimal mit EtOAc extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen wurden 
zweimal mit ges. NaCl-Lösung gewaschen, über Na2SO4 getrocknet und filtriert. Das 
Lösungsmittel wurde im Vakuum entfernt.  
Ausbeute: 0,82 g (15,9 % der Theorie), weißer Feststoff.  
HPLC: 30,5 % B; MS ber.: 373,11, MS gef.: 374,44 (M+H)
+
.  










1,2 g (3,2 mmol) des Intermediats 62 wurden in 150 mL MeOH gelöst. Nach Zugabe 
von 10 mol% Pd/C und 1 mL HAc wurde der Ansatz für fünf Tage bei Raumtemperatur 
unter H2-Atmosphäre hydriert. Der Katalysator wurde abfiltriert und das Lösungsmittel 
im Vakuum entfernt. Der Rückstand wurde mit HCl aufgenommen und im Vakuum 
wieder eingeengt, anschließend noch dreimal mit Wasser aufgenommen und jeweils 
eingeengt. Der Rückstand wurde aus Wasser lyophilisiert.  
Ausbeute: 0,87 g (76,2 % der Theorie), weißer Feststoff. 
HPLC: 25,1 % B. 








1,0 g (8,54 mmol) H-D-Val-OH wurde nach Vorschrift G umgesetzt. 
Ausbeute: 2,07 g (89,6 % der Theorie), brauner Feststoff. 
HPLC: 40,0 % B; MS ber.: 271,09, MS gef.: 289,11 (M+NH4)
+
.  








1,0 g (7,62 mmol) H-D-Leu-OH wurde nach Vorschrift G umgesetzt. 
Ausbeute: 2,09 g (96,3 % der Theorie), brauner Feststoff. 




















103 mg (0,236 mmol) Fmoc-Pro(4R-Boc-Amino)-OH wurden in 2 mL trockenem DCM 
suspendiert und mit 0,16 mL (0,92 mmol) DIPEA versetzt. Diese Lösung wurde auf 
0,15 g (entsprechend 0,225 mmol) Tritylchlorid-Harz gegeben und die Suspension für 
zwei Stunden in 5 ml Spritzen mit Teflonfritten (Intavis, Köln) geschüttelt. Nach Ent-
fernen der Reaktionslösung wurde das Harz dreimal mit einer Lösung von 
DCM/MeOH/DIPEA (17:2:1) behandelt. Es folgte mehrmaliges Waschen mit DCM, 
DMF und wieder DCM.  
Zur Abspaltung der Fmoc-Schutzgruppe wurde das Harz zweimal mit einer Lösung von 
20 % Piperidin in DMF behandelt (5 und 15 Minuten) und danach mehrfach mit DMF 
gewaschen. Auf das gewaschene Harz wurde eine Lösung von 0,24 g (0,9 mmol) des 
Intermediats 64, 0,34 g (0,9 mmol) HBTU, 0,12 g (0,9 mmol) HOBt und 0,23 mL 
(1,8 mmol) DIPEA gegeben. Der Ansatz wurde zweieinhalb Stunden geschüttelt, an-
schließend die Reaktionslösung entfernt und das Harz mehrfach mit DMF und DCM 
gewaschen. Das Produkt wurde mit 1 % TFA in DCM unter Zusatz von 5 % TIS vom 
Harz abgespalten und nach Entfernen des Lösungsmittels im Vakuum aus 80 % tert.-
Butanol lyophilisiert. 
Ausbeute: 0,9 g (78,0 % der Theorie), weißer Feststoff. 
HPLC: 48,8 % B; MS ber.: 483,20, MS gef.: 501,21 (M+NH4)
+
. 













Die Synthese erfolgte analog der Reaktion zur Herstellung des Intermediats 66, mit dem 
Unterschied, dass zur initialen Beladung des Harzes 103 mg (0,236 mmol) Fmoc-
Pro(4S-Boc-Amino)-OH verwendet wurden. 
Ausbeute: 0,85 g (73,9 % der Theorie), weißer Feststoff. 



















0,65 g (1,75 mmol) des Intermediats 62 wurden nach Vorschrift C an 0,33 g (2,0 mmol) 
H-Pro-OMe × HCl gekoppelt. Das Produkt wurde in EtOAc aufgenommen und gewa-
schen. Das verbleibende braune Öl wurde direkt zu Verbindung 69 umgesetzt. 
Ausbeute: wurde nicht bestimmt, braunes Öl. 
HPLC: 37,5 % B; MS ber.: 484,17, MS gef.: 523,1 (M+K)
+
. 











Das gesamte braune Öl von 68 wurde in 30 mL 50 % 1,4-Dioxan in Wasser gelöst. Der 
pH-Wert wurde mit 1 M NaOH auf 12 eingestellt und der Ansatz bei Raumtemperatur 
für sechs Stunden gerührt. Der Ansatz wurde mit TFA angesäuert und das Lösungsmit-
tel im Vakuum entfernt. Der Rückstand wurde in 90 % HAc aufgenommen und nach 
Zugabe von 10 mol% Pd/C für drei Tage unter H2-Atmosphäre bei Raumtemperatur 
hydriert. Das Lösungsmittel wurde im Vakuum entfernt, das resultierende Öl in ver-
dünnter HCl aufgenommen und wieder eingeengt, um das Hydrochlorid zu erhalten. 
Das resultierende Öl wurde aus 80 % tert.-Butanol lyophilisiert.  
Ausbeute: 1,1 g, weißer Feststoff. 
HPLC: 28,4 % B; MS ber.: 425,17, MS gef.: 426,17 (M+H)
+
. 







2,0 g (4,56 mmol) Cbz-Pro-4-Acetylhydroxyamidinobenzylamid wurden in 200 mL 
90 % Essigsäure mit 50 mg Pd/C unter H2-Atmosphäre für vier Tage bei Raumtempera-
tur hydriert. Der Katalysator wurde abfiltriert und das Lösungsmittel im Vakuum ent-
fernt. Der Rückstand wurde mit HCl aufgenommen und die Lösung im Vakuum einge-
engt. Das Hydrochlorid wurde insgesamt viermal in Wasser gelöst und wieder einge-





Ausbeute: 1,42 g (97,6 % der Theorie), brauner Feststoff. 
DC: Rf 0,10; MS ber.: 246,15, MS gef.: 247,14 (M+H)
+
. 










1,0 g (2,63 mmol) Boc-Lys(Cbz)-OH und 0,6 g (2,63 mmol) 4-Amidinobenzylamin 
× 2 HCl (Becker et al., 2010) wurden nach Vorschrift D gekoppelt. Abweichend von der 
allgemeinen Vorschrift wurde nach Entfernen des Lösungsmittels der Rückstand mit 
5 mL 90 % TFA versetzt und eine Stunde stehen gelassen. Nach Entfernung des Lö-
sungsmittels wurde das Produkt mittels HPLC aufgereinigt und aus 80 % tert.-Butanol 
lyophilisiert. 
Ausbeute: 0,78 g (58,0 % der Theorie), weißer Feststoff. 
HPLC: 31,3 % B; MS ber.: 411,23, MS gef.: 412,24 (M+H)
+
.  














0,375 g (1,7 mmol) 4-Amidinobenzylamin × 2 HCl wurden nach Vorschrift C an 1,0 g 
(1,54 mmol) Fmoc-Arg(Pbf)-OH gekoppelt. Abweichend von der allgemeinen Vor-
schrift, wurde nach zwölf Stunden das Lösungsmittel im Vakuum entfernt. Der Rück-
stand wurde mit einer Lösung von 10 % Diethylamin in DMF versetzt und der Ansatz 
für eineinhalb Stunden gerührt. Nach Entfernen des Lösungsmittels im Vakuum wurde 
das Produkt mittels präparativer HPLC aufgereinigt und aus 80 % tert.-Butanol lyophi-
lisiert.  
Ausbeute: 0,48 g (46,8 % der Theorie), weißer Feststoff. 















0,59 g (2,68 mmol) 4-Amidinobenzylamin × 2 HCl wurden nach Vorschrift C an 0,5 g 
(2,43 mmol) Boc-Ser-OH gekoppelt. Abweichend von der allgemeinen Vorschrift wur-
de nach zwölf Stunden das Lösungsmittel im Vakuum entfernt. Der Rückstand wurde 
mit 90 % TFA versetzt und der Ansatz für eineinhalb Stunden gerührt. Nach Entfernen 
des Lösungsmittels im Vakuum wurde der Rückstand in wenig MeOH gelöst und das 
Produkt in kaltem Diethylether gefällt. Das Produkt wurde mittels präparativer HPLC 
aufgereinigt und aus Wasser lyophilisiert. 
Ausbeute: 0,39 g (34,6 % der Theorie), weißer Feststoff. 
HPLC: 23,2 % B (mit Boc-Schutzgruppe); MS ber.: 236,13, MS gef.: 236,9 (M+H)
+
.  







0,5 g (1,6 mmol) Fmoc-Ala-OH wurden nach Vorschrift E an 0,35 g (1,6 mmol) 
4-Amidinobenzylamin × 2 HCl gekoppelt. Nach Entfernen des Lösungsmittels wurde 
der Rückstand mit einer Lösung von 50 % Dicyclohexylamin in DMF versetzt und für 
eine Stunde gerührt. Das Lösungsmittel wurde im Vakuum entfernt, der Rückstand in 
wenig Methanol angelöst und das Produkt in Diethylether gefällt.  
Ausbeute: 0,18 g (51,9 % der Theorie), weißer Feststoff. 
HPLC: 43,5 % B (mit Fmoc-Schutzgruppe); MS ber.: 220,13, MS gef.: 221,2 (M+H)
+
. 









0,5 g (1,2 mmol) Fmoc-Asp(OtBu)-OH wurden nach Vorschrift E an 0,27 g (1,2 mmol) 
4-Amidinobenzylamin × 2 HCl gekoppelt. Nach Entfernen des Lösungsmittels wurde 
der Rückstand mit einer Lösung von 50 % Dicyclohexylamin in DMF versetzt und für 
eine Stunde gerührt. Das Lösungsmittel wurde im Vakuum entfernt, der Rückstand in 
wenig Methanol angelöst und das Produkt in Diethylether gefällt.  
Ausbeute: 0,22 g (46,8 % der Theorie), weißer Feststoff. 














0,25 g (1,15 mmol) Boc-Val-OH wurden nach Vorschrift E an 0,25 g (1,15 mmol) 
4-Amidinobenzylamin × 2 HCl gekoppelt. Nach Entfernen des Lösungsmittels wurde 
der Rückstand nach Vorschrift H behandelt und das Produkt in Diethylether gefällt.  
Ausbeute: 0,42 g (76,2 % der Theorie), weißer Feststoff. 
HPLC: 32,0 % B (mit Boc-Schutzgruppe); MS ber.: 248,16, MS gef.: 249,21 (M+H)
+
.  







0,25 g (1,0 mmol) Boc-Leu-OH × H2O wurden nach Vorschrift E an 0,22 g (1,0 mmol) 
4-Amidinobenzylamin × 2 HCl gekoppelt. Nach Entfernen des Lösungsmittels wurde 
der Rückstand nach Vorschrift H behandelt und das Produkt in Diethylether gefällt.  
Ausbeute: 0,41 g (83,5 % der Theorie), weißer Feststoff. 
HPLC: 36,8 % B (mit Boc-Schutzgruppe); MS ber.: 262,18, MS gef.: 263,20 (M+H)
+
.  







0,25 g (1,0 mmol) Boc-Ile-OH wurden nach Vorschrift E an 0,22 g (1,0 mmol) 
4 Amidinobenzylamin × 2 HCl gekoppelt. Nach Entfernen des Lösungsmittels wurde 
der Rückstand nach Vorschrift H behandelt und das Produkt in Diethylether gefällt.  
Ausbeute: 0,35 g (66,9 % der Theorie), weißer Feststoff. 
HPLC: 35,9 % B (mit Boc-Schutzgruppe); MS ber.: 262,18, MS gef.: 263,23 (M+H)
+
.  








0,25 g (0,94 mmol) Boc-Phe-OH wurden nach Vorschrift E an 0,20 g (0,94 mmol) 
4-Amidinobenzylamin × 2 HCl gekoppelt. Nach Entfernen des Lösungsmittels wurde 
der Rückstand nach Vorschrift H behandelt und das Produkt in Diethylether gefällt.  
Ausbeute: 0,53 g, bräunlicher Feststoff. 













0,25 g (1,23 mmol) Boc-Abu-OH wurden nach Vorschrift E an 0,27 g (1,23 mmol) 
4-Amidinobenzylamin × 2 HCl gekoppelt. Nach Entfernen des Lösungsmittels wurde 
der Rückstand nach Vorschrift H behandelt und das Produkt in Diethylether gefällt.  
Ausbeute: 1,02 g, bräunlicher Feststoff. 
HPLC: 28,5 % B (mit Boc-Schutzgruppe); MS ber.: 234,15, MS gef.: 235,1 (M+H)
+
.  







0,25 g (0,92 mmol) Boc-Nva-OH wurden nach Vorschrift E an 0,23 g (0,92 mmol) 
4-Amidinobenzylamin × 2 HCl gekoppelt Nach Entfernen des Lösungsmittels wurde 
der Rückstand nach Vorschrift H behandelt und das Produkt in Diethylether gefällt.  
Ausbeute: 0,94 g, bräunlicher Feststoff. 







7.6 Synthese der Inhibitoren 






1,0 g (8,32 mmol) Acetophenon wurde nach Vorschrift B umgesetzt und abweichend 
von der allgemeinen Vorschrift aus Ethanol kristallisiert und als Hydrochlorid erhalten. 
Ausbeute: 1,10 g (75,3 % der Theorie), weißer Feststoff. 




H-NMR: 400,0 MHz, DMSO-d6 [ppm] = 2,33 (s, 3 H), 7,39 (m, 3 H, aromatisch), 7,83 
(s, 3H), 7,92 (2d, 2 H), 11,31 (s, 1 H). 
13
C-NMR: 100,6 MHz, DMSO-d6 [ppm] = 15,24 (CH3), 127,26 (2 x CHAr), 127,81  
(2 × CHAr), 130,21 (CHAr), 137,38 (CAr), 152,10 (CAr-C=N), 156,66 (N-C=N). 
MI-0301 (2E,2´E)-2,2´-(1,1´-(1,4-Phenyl)-bis(ethan-1-yl-1-yliden))-










1,0 g (6,17 mmol) 1,4-Diacetylbenzol wurde nach Vorschrift B umgesetzt. Von dem 
Rohprodukt wurden lediglich 0,4 g über präparative HPLC aufgereinigt.  
Ausbeute: 0,25 g, weißer Feststoff. 












1,0 g (7,11 mmol) Benzoesäurechlorid wurde nach Vorschrift F umgesetzt. 
Ausbeute: 0,26 g (20,7 % der Theorie), gelber Feststoff. 












0,5 g (3,08 mmol) 1,3-Diacetylbenzol wurden nach Vorschrift B umgesetzt. Von dem 
Rohprodukt wurden lediglich 0,25 g mittels präparativer HPLC aufgereinigt.  
Ausbeute: 0,05 g, weißer Feststoff. 






















1,0 g (4,92 mmol) Isophthalsäuredichlorid wurde nach Vorschrift F umgesetzt. 
Ausbeute: 0,50 g (36,6 % der Theorie), gelber Feststoff. 
DC: Rf 0,60; MS ber.: 278,12, MS gef.: 279,05 (M+H)
+
.  







1,0 g (9,43 mmol) Benzaldehyd wurde nach Vorschrift B umgesetzt und abweichend 
von der allgemeinen Vorschrift aus Ethanol kristallisiert und als Hydrochlorid erhalten. 
Ausbeute: 1,17 g (76,4 % der Theorie), weißer Feststoff. 
HPLC: 27,6 % B; DC: Rf 0,85; MS ber.: 162,09, MS gef.: 163,17 (M+H)
+
. 






0,2 g (1,49 mmol) Benzylaceton wurden nach Vorschrift B umgesetzt und abweichend 
von der allgemeinen Vorschrift aus Ethanol kristallisiert und als Hydrochlorid erhalten. 
Ausbeute: 0,27 g (77,1 % der Theorie), weißer Feststoff. 

















1,0 g (7,46 mmol) Terephthalaldehyd wurde nach Vorschrift B umgesetzt und abwei-






Ausbeute: 0,86 g (36,5 % der Theorie), weißer Feststoff. 




H-NMR: 400,0 MHz, DMSO-d6 [ppm] = 7,90 (s, 8 H), 8,17 (2d, 4 H), 12,20 (s, 2 H). 
13
C-NMR: 100,6 MHz, DMSO-d6 [ppm] = 128,34 (4 × CAr), 135,69 (2 × CAr), 146,51  
(2 × CAr-C=N), 156,00 (2 × N-C=N). 








0,5 g (3,42 mmol) 1,3-Indandion wurden nach Vorschrift B umgesetzt und abweichend 
von der allgemeinen Vorschrift aus Ethanol kristallisiert und als Hydrochlorid erhalten. 
Ausbeute: 0,82 g (72,6 % der Theorie), gelber Feststoff. 










0,75 g (2,9 mmol) des Intermediats 1 wurden nach Vorschrift B umgesetzt und abwei-
chend von der allgemeinen Vorschrift aus Ethanol kristallisiert und als Hydrochlorid 
erhalten. 
Ausbeute: 0,94 g (88,4 % der Theorie), bräunlicher Feststoff. 



















0,5 g (4,92 mmol) Terephthalsäuredichlorid wurden nach Vorschrift F umgesetzt. 
Ausbeute: 0,24 g (34,7 % der Theorie), gelber Feststoff. 


















0,17 g (0,315 mmol) des Intermediats 49 wurden nach Vorschrift K umgesetzt. Es wur-
de jedoch nur die Hälfte des Rohprodukts präparativ gereinigt. Die andere Hälfte wurde 
direkt zu MI-0312 verseift. 
Ausbeute: 70 mg (70,0 % der Theorie), weißer Feststoff. 
HPLC: 42,2 % B; DC: Rf 0,89; MS ber.: 522,19, MS gef.: 523,1 (M+H)
+
.  











0,157 mmol des Rohprodukts von MI-0311 wurden nach Vorschrift I verseift. 
Ausbeute: 39 mg (39,9 % der Theorie), weißer Feststoff. 
HPLC: 36,2 % B; DC: Rf 0,81; MS ber.: 508,19, MS gef.: 509,08 (M+H)
+
.  












0,22 g (0,398 mmol) des Intermediats 50 wurden nach Vorschrift K umgesetzt. Es wur-
de jedoch nur die Hälfte des Rohprodukts präparativ gereinigt. Die andere Hälfte wurde 
direkt zu Inhibitor MI-0314 verseift. 
Ausbeute: 74 mg (65,4 % der Theorie), weißer Feststoff. 



















0,199 mmol des Rohprodukts von MI-0313 wurden nach Vorschrift I verseift. 
Ausbeute: 51 mg (40,2 % der Theorie), weißer Feststoff. 
HPLC: 37,4 % B; DC: Rf 0,82; MS ber.: 522,19, MS gef.: 523,11 (M+H)
+
. 










0,32 g (0,59 mmol) des Intermediats 48 wurden nach Vorschrift K umgesetzt. Es wurde 
jedoch nur die Hälfte des Rohprodukts präparativ gereinigt. Die andere Hälfte wurde 
direkt zu Inhibitor MI-0316 verseift. 
Ausbeute: 30 mg (15,6 % der Theorie), weißer Feststoff. 
HPLC: 40,3 % B; DC: Rf 0,88; MS ber.: 522,19, MS gef.: 523,3 (M+H)
+
.  










0,295 mmol des Rohprodukts von MI-0315 wurden nach Vorschrift I verseift. 
Ausbeute: 25 mg (13,6 % der Theorie), weißer Feststoff. 



















0,25 g (0,78 mmol) des Intermediats 55 und 0,24 g (0,78 mmol) des Intermediats 70 
wurden nach Vorschrift D gekoppelt. 
Ausbeute: 0,23 g (45,0 % der Theorie), weißer Feststoff. 

























54 mg (0,059 mmol) des Inhibitors MI-0333 wurden in 15 mL Methanol und 2 mL Es-
sigsäure gelöst. Nach Zugabe von 6 mg Pd/C und 15 mg Ammoniumformat wurde zwei 
Stunden bei Raumtemperatur gerührt. Der Katalysator wurde abfiltriert, das Lösungs-
mittel im Vakuum entfernt und das Produkt mittels präparativer HPLC aufgereinigt. 
Ausbeute: 20 mg (37,7 % der Theorie), weißer Feststoff. 
HPLC: 21,8 % B; MS ber.: 648,37 MS gef.: 325,0 (M+2H)
++
/2.  







0,3 g (1,44 mmol) 4-Aminomethylenbenzylamin × 2 HCl wurden in Wasser gelöst und 
mit 0,63 g (4,5 mmol) 1H-Pyrazol-1-carboxamidin × HCl (Bernatowicz et al., 1992) 
versetzt. Mit 1 M NaOH wird der pH-Wert auf 7 eingestellt und der Ansatz über Nacht 
bei Raumtemperatur gerührt. Das Lösungsmittel wurde im Vakuum teilweise entfernt. 
Das Produkt kristallisierte im Kühlschrank nadelförmig aus. Es wurde abgesaugt und 
mit kaltem Methanol (50 %) mehrfach gewaschen.  
Ausbeute: 70 mg (23,3 % der Theorie), farbloser Feststoff. 



















0,41 g (1,24 mmol) des Intermediats 56 und 0,39 g (1,24 mmol) des Intermediats 70 
wurden nach Vorschrift D gekoppelt. Die geringe Ausbeute dieser Reaktion ist die Fol-
ge des Bruchs von Glasgeräten am Feinvakuum.  
Ausbeute: 10 mg (1,1 % der Theorie), weißer Feststoff. 
HPLC: 46,2 % B; DC: Rf 0,87; MS ber.: 561,2, MS gef.: 562,08 (M+H)
+
. 













0,2 g (0,46 mmol) des Intermediats 57 und 0,15 g (0,46 mmol) des Intermediats 70 
wurden nach Vorschrift D gekoppelt. 
Ausbeute: 0,15 g (42,0 % der Theorie), weißer Feststoff. 
HPLC: 46,9 % B; DC: Rf 0,90; MS ber.: 662,29, MS gef.: 663,3 (M+H)
+
. 












0,13 g (0,16 mmol) des gereinigten Inhibitors MI-0321 wurden in 20 mL 90 % HAc 
gelöst, mit 10 mol% Pd/C versetzt und zwei Tage bei Raumtemperatur unter 
H2-Atmosphäre hydriert. Der Katalysator wurde abfiltriert, das Lösungsmittel im Vaku-
um entfernt und das Produkt mittels präparativer HPLC aufgereinigt. Das Lösungsmittel 
der produkthaltigen Fraktionen wurde im Vakuum entfernt und das Produkt aus 80 % 
tert.-Butanol lyophilisiert. 
Ausbeute: 50 mg (82,6 % der Theorie), weißer Feststoff. 





















70 mg (0,08 mmol) des Inhibitors MI-0322 wurden in 3 mL DMF gelöst und mit 35 mg 
1H-Pyrazol-1-carboxamidin (Bernatowicz et al., 1992) versetzt. Nach Zugabe von 
0,5 mL (2,87 mmol) DIPEA wurde 20 Stunden bei Raumtemperatur gerührt. Nach Ent-
fernen des Lösungsmittels wurde der Rückstand in kaltem Diethylether gefällt, das Pro-
dukt aus dem Präzipitat präparativ mittels HPLC aufgereinigt und aus 80 % tert.-
Butanol lyophilisiert.  
Ausbeute: 28 mg (45,0 % der Theorie), weißer Feststoff. 
HPLC: 30,0 % B; DC: Rf 0,80; MS ber.: 570,27, MS gef.: 571,1 (M+H)
+
.  













90 mg (0,03 mmol) des Intermediats 58 und 90 mg (0,03 mmol) des Intermediats 70 
wurden nach Vorschrift D gekoppelt. 
Ausbeute: 79 mg (35,0 % der Theorie), weißer Feststoff. 
HPLC: 27,2 % B; DC: Rf 0,87; MS ber.: 562,24, MS gef.: 563,3 (M+H)
+
.  












0,46 g (1,33 mmol) des Intermediats 59 und 0,42 g (1,33 mmol) des Intermediats 70 
wurden nach Vorschrift D gekoppelt. 
Ausbeute: 83 mg (9,1 % der Theorie), weißer Feststoff. 
































0,11 g (0,41 mmol) 4-(3,5-Diacetylphenyl)bernsteinsäureamid (Kar and Argade, 2002) 
und 0,3 g (0,41 mmol) des Intermediats 71 wurden nach Vorschrift C gekoppelt und der 
Ansatz mittels präparativer HPLC aufgereinigt. 40 mg (0,06 mmol) dieses Zwischen-
produkts wurden nach Vorschrift B umgesetzt und das Produkt mittels präparativer 
HPLC aufgereinigt. 
Ausbeute: 54 mg (80,6 % der Theorie), weißer Feststoff. 
HPLC: 33,6 % B; MS ber.: 782,41 MS gef.: 783,6 (M+H)
+
.  
















70 mg (0,2 mmol) Bzls-D-Cha-OH (Sisay et al., 2010) und 0,15 g (0,22 mmol) des 
Intermediats 71 wurden nach Vorschrift C gekoppelt. Die Hälfte der Mutterlauge wurde 
mittels präparativer HPLC gereinigt, der andere Teil wurde zu Inhibitor MI-0335 um-
gesetzt. 
Ausbeute: 50 mg (59,2 % der Theorie), weißer Feststoff. 























90 mg des Rohprodukts von MI-0334 wurden mit 1,5 mL HBr in HAc versetzt und 
eineinhalb Stunden stehen gelassen. Das Produkt wurde in kalten Diethylether gefällt 
und der Rückstand im Feinvakuum getrocknet. Der Rückstand wurde nach Vorschrift C 
an Decansäure gekoppelt und das Produkt mittels präparativer HPLC gereinigt und aus 
80 % tert.-Butanol lyophilisiert. 
Ausbeute: 22 mg (25,8 % der Theorie), weißer Feststoff. 
















0,1 g (0,32 mmol) des Intermediats 5 wurden nach Vorschrift B umgesetzt. 
Ausbeute: 80 mg (38,3 % der Theorie), weißer Feststoff. 




























70 mg (0,18 mmol) des Intermediats 6 wurden nach Vorschrift B umgesetzt. 
Ausbeute: 8,0 mg (4,2 % der Theorie), weißer Feststoff. 

















15 mg (0,05 mmol) des Intermediats 7 wurden nach Vorschrift B umgesetzt. 
Ausbeute: 11 mg (34,3 % der Theorie), weißer Feststoff. 













0,15 g (0,25 mmol) des Intermediats 31 wurden nach Vorschrift B umgesetzt. 
Ausbeute: 60 mg (31,0 % der Theorie), weißer Feststoff. 

























50 mg (0,14 mmol) des Intermediats 8 wurden nach Vorschrift B umgesetzt. 
Ausbeute: 27 mg (22,1 % der Theorie), weißer Feststoff. 
























80 mg (0,23 mmol) des Intermediats 9 wurden nach Vorschrift B umgesetzt. 
Ausbeute: 41 mg (20,7 % der Theorie), weißer Feststoff. 
















0,17 g (0,26 mmol) des Intermediats 35 wurden nach Vorschrift B umgesetzt. 
Ausbeute: 0,14 g (66,6 % der Theorie), weißer Feststoff. 















1,0 g (entsprechend maximal 1,83 mmol) des Intermediats 10 wurde nach Vorschrift B 
umgesetzt. 
Ausbeute: 0,16 g (20,2 % der Theorie), weißer Feststoff. 










0,25 g (entsprechend maximal 0,96 mmol) des Intermediats 11 wurden nach Vorschrift 
B umgesetzt, jedoch nur ein Teil der Mutterlauge mittels präparativer HPLC aufgerei-
nigt.  
Ausbeute: 0,1 g, weißer Feststoff. 










0,61 g (entsprechend maximal 1,83 mmol) des Intermediats 12 wurden nach Vorschrift 
B umgesetzt. 
Ausbeute: 0,28 g (59,6 % der Theorie), weißer Feststoff. 
















0,15 g (0,52 mmol) des Intermediats 28 wurden nach Vorschrift B umgesetzt. 
Ausbeute: 90 mg (51,6 % der Theorie), weißer Feststoff. 



















0,1 g (0,24 mmol) des Intermediats 29 und 0,15 g (0,68 mmol) para-
Nitrophenylsulfonsäurechlorid wurden in 5 mL trockenem DCM gelöst. Dem Ansatz 
wurden 120 µL (0,68 mmol) DIPEA hinzugefügt und drei Stunden bei Raumtemperatur 
gerührt. Das Lösungsmittel wurde im Vakuum entfernt und der Rückstand mittels prä-
parativer HPLC gereinigt und das Produkt als TFA-Salz aus 80 % tert.-Butanol lyophi-
lisiert. 
Ausbeute: 30 mg (25,6 % der Theorie), weißer Feststoff. 
HPLC: 31,3 % B; DC: Rf 0,90; MS ber.: 376,1, MS gef.: 377,16 (M+H)
+
.  












0,1 g (0,35 mmol) des Intermediats 65 und 0,12 g (0,38 mmol) des Intermediats 70 
wurden nach Vorschrift C gekoppelt und das Produkt mittels präparativer HPLC gerei-
nigt. 
Ausbeute: 90 mg (41,4 % der Theorie), weißer Feststoff. 
HPLC: 40,2 % B; DC: Rf 0,93; MS ber.: 513,24, MS gef.: 514,39 (M+H)
+
. 












0,1 g (0,37 mmol) des Intermediats 64 und 0,13 g (0,4 mmol) des Intermediats 70 wur-
den nach Vorschrift C gekoppelt und das Produkt mittels präparativer HPLC gereinigt. 
Ausbeute: 60 mg (26,6 % der Theorie), weißer Feststoff. 




















0,1 g (0,24 mmol) des Intermediats 29 und 0,14 g (0,68 mmol) para-
Cyanophenylsulfonsäurechlorid wurden in 5 mL trockenem DCM gelöst. Dem Ansatz 
wurden 120 µL (0,68 mmol) DIPEA hinzugefügt und drei Stunden bei Raumtemperatur 
gerührt. Das Lösungsmittel wurde im Vakuum entfernt, der Rückstand mittels präpara-
tiver HPLC gereinigt und das Produkt als TFA-Salz aus 80 % tert.-Butanol lyophilisiert. 
Ausbeute: 10 mg (8,9 % der Theorie), weißer Feststoff. 
HPLC: 37,0 % B; MS ber.: 356,11, MS gef.: 357,07 (M+H)
+
.  
MI-0356 (2E,2E´)-2,2´-(1,3-Phenylen-bis(methan-1-yl-1-yliden))-  







0,5 g (3,7 mmol) Isophthalaldehyd wurden nach Vorschrift B umgesetzt. 
Ausbeute: 0,16 g (9 % der Theorie), weißer Feststoff. 
HPLC: 22,7 % B; MS ber.: 246,13, MS gef.: 247,21 (M+H)
+
.  













90 mg (0,18 mmol) des Intermediats 66 und 42 mg (0,19 mmol) 4-Amidinobenzylamin 
× 2 HCl wurden nach Vorschrift C gekoppelt. Nach Entfernen des Lösungsmittels im 
Vakuum wurde der Ansatz vor der präparativen Aufreinigung mittels HPLC für eine 
Stunde mit 90 % TFA behandelt. 
Ausbeute: 10 mg (7,5 % der Theorie), weißer Feststoff. 



















85 mg (0,165 mmol) des Intermediats 67 und 40 mg (0,18 mmol) 
4-Amidinobenzylamin × 2 HCl wurden nach Vorschrift C gekoppelt. Nach Entfernen 
des Lösungsmittels im Vakuum wurde der Ansatz vor der präparativen Aufreinigung 
mittels HPLC für eine Stunde mit 90 % TFA behandelt. 
Ausbeute: 11 mg (9,0 % der Theorie), weißer Feststoff. 












0,57 g (entspricht maximal 2,05 mmol) des Intermediats 13 wurden nach Vorschrift B 
umgesetzt. 
Ausbeute: 0,57 g (66,4 % der Theorie), weißer Feststoff. 
HPLC: 48,1 % B; DC: Rf 0,90; MS ber.: 302,09, MS gef.: 302,89 (M+H)
+
. 


















0,15 g (0,19 mmol) des Intermediats 62 und 80 mg (0,21 mmol) des Intermediats 72 
wurden nach Vorschrift C gekoppelt. Abweichend von der allgemeinen Vorschrift wur-
de das Lösungsmittel im Vakuum entfernt und der verbleibende Rückstand über Nacht 
mit 90 % TFA behandelt. Nach Entfernen des Lösungsmittels wurde das Öl in 90 % 
HAc aufgenommen und unter H2-Atmosphäre mit Pd/C als Katalysator für zwei Tage 
hydriert. Der Katalysator wurde abfiltriert und das Lösungsmittel im Vakuum entfernt. 
Das Produkt wurde mittels präparativer HPLC aufgereinigt und aus 80 % tert.-Butanol 
lyophilisiert. 
Ausbeute: 40 mg (22,0 % der Theorie), weißer Feststoff. 




















0,4 g (0,95 mmol) des Intermediats 61 und 0,30 g (0,95 mmol) des Intermediats 70 
wurden nach Vorschrift C gekoppelt. Abweichend von der allgemeinen Vorschrift wur-
de das Lösungsmittel im Vakuum entfernt und der Rückstand in 90 % HAc aufgenom-
men. Der Ansatz wurde mit Pd/C als Katalysator 24 Stunden unter H2-Atmosphäre bei 
Raumtemperatur hydriert. Der Katalysator wurde abfiltriert, das Lösungsmittel im Va-
kuum entfernt und das Produkt mittels präparativer HPLC gereinigt. Das Produkt wurde 
aus 80 % tert.-Butanol lyophilisiert. 
Ausbeute: 0,16 g (20,6 % der Theorie), weißer Feststoff. 
HPLC: 28,6 % B; DC: Rf 0,76; MS ber.: 589,25, MS gef.: 590,2 (M+H)
+
.  

















0,15 g (0,47 mmol) des Intermediats 55 und 0,38 g (0,47 mmol) des Intermediats 71 
wurden nach Vorschrift C gekoppelt und das Produkt mittels präparativer HPLC gerei-
nigt. 
Ausbeute: 0,25 g (63,6 % der Theorie), weißer Feststoff. 



























0,15 g (0,35 mmol) des Intermediats 57 und 0,28 g (0,35 mmol) des Intermediats 71 
wurden nach Vorschrift C gekoppelt und das Produkt mittels präparativer HPLC gerei-
nigt. 
Ausbeute: 0,32 g (98,4 % der Theorie), weißer Feststoff. 
HPLC: 52,6 % B; DC: Rf 0,93; MS ber.: 827,37, MS gef.: 828,4 (M+H)
+
. 


















0,15 g (0,35 mmol) des Intermediats 57 und 0,16 g (0,35 mmol) des Intermediats 73 
wurden nach Vorschrift C gekoppelt und das Produkt mittels präparativer HPLC gerei-
nigt. 
Ausbeute: 60 mg (21,9 % der Theorie), weißer Feststoff. 
HPLC: 41,3 % B; DC: Rf 0,88; MS ber.: 652,27, MS gef.: 653,3 (M+H)
+
. 















50 mg (0,16 mmol) des Intermediats 55 und 70 mg (0,16 mmol) des Intermediats 73 





Ausbeute: 13 mg (12,8 % der Theorie), weißer Feststoff. 
HPLC: 36,7 % B; DC: Rf 0,88; MS ber.: 537,2, MS gef.: 538,0 (M+H)
+
. 
















50 mg (0,13 mmol) des Intermediats 62 und 60 mg (0,13 mmol) des Intermediats 73 
wurden nach Vorschrift C gekoppelt und das Produkt mittels präparativer HPLC gerei-
nigt. Das Lösungsmittel der produkthaltigen Fraktionen wurde im Vakuum entfernt und 
der Rückstand in 90 % HAc aufgenommen. Nach Zugabe von 10 mol% Pd/C wurde 
unter H2-Atmosphäre für zwei Tage bei Raumtemperatur hydriert. Der Katalysator wur-
de abfiltriert und das Lösungsmittel im Vakuum entfernt. Das Produkt wurde mittels 
präparativer HPLC gereinigt und aus 80 % tert.-Butanol lyophilisiert. 
Ausbeute: 16 mg (16 % der Theorie), weißer Feststoff. 
HPLC: 21,7 % B; DC: Rf 0,79; MS ber.: 546,24, MS gef.: 547,3 (M+H)
+
. 



















0,1 g (0,27 mmol) des Intermediats 63 und 0,18 g (0,27 mmol) des Intermediats 71 
wurden nach Vorschrift C gekoppelt und das Produkt mittels präparativer HPLC gerei-
nigt. 
Ausbeute: 45 mg (12,8 % der Theorie), weißer Feststoff. 

















Das gesamte farblose Öl des Intermediats 51 (maximal 0,67 mmol) wurde nach Vor-
schrift K umgesetzt.  
Ausbeute: 0,13 g (33,2 % der Theorie), weißer Feststoff. 
HPLC: 40,6 % B; DC: Rf 0,90; MS ber.: 464,19, MS gef.: 465,0 (M+H)
+
. 










Das gesamte Öl des Intermediats 54 (maximal 0,37 mmol) wurden in 100 mL ACN 
gelöst, mit 3 Äquivalenten Hydrazinhydrat versetzt und über Nacht bei Raumtemperatur 
gerührt. Das Lösungsmittel wurde entfernt und der Ansatz mit 5 % KHSO4-Lösung auf-
genommen. Es wurde zweimal mit EtOAc gewaschen und die Wasserphase mit 1 N 
NaOH stark alkalisch gemacht. Das Produkt wurde mit EtOAc extrahiert, über Na2SO4 
getrocknet und filtriert. Nach Entfernung des Lösungsmittels verblieb ein gelbes Öl, 
welches mittels präparativer HPLC aufgereinigt wurde. Das Produkt wurde aus 80 % 
tert.-Butanol lyophilisiert. 
Ausbeute: 20 mg (8,9 % der Theorie), weißer Feststoff. 
HPLC: 42,1 % B; DC: Rf 0,90; MS ber.: 479,2, MS gef.: 480,0 (M+H)
+
.  















70 mg (0,19 mmol) des Intermediats 62 und 0,1 g (0,21 mmol) des Intermediats 74 
wurden nach Vorschrift C gekoppelt und das Produkt über präparative HPLC gereinigt. 
Abweichend von der allgemeinen Vorschrift wurde nach Entfernung des Lösungsmittels 




Ansatz unter H2-Atmosphäre für zwei Tage bei Raumtemperatur hydriert. Der Katalysa-
tor wurde abfiltriert und das Lösungsmittel im Vakuum entfernt. Das Produkt wurde 
mittels präparativer HPLC gereinigt und aus 80 % tert.-Butanol lyophilisiert. 
Ausbeute: 80 mg (54,2 % der Theorie), weißer Feststoff. 
HPLC: 23,1 % B; DC: Rf 0,81; MS ber.: 530,24, MS gef.: 531,4 (M+H)
+
.  














0,25 g (0,59 mmol) des Intermediats 69 und 90 mg (0,64 mmol) 3-Chlorbenzylamin 
wurden nach Vorschrift C gekoppelt und das Produkt mittels präparativer HPLC aufge-
reinigt. 
Ausbeute: 0,11 g (28,2 % der Theorie), weißer Feststoff. 
HPLC: 43,7 % B; DC: Rf 0,90; MS ber.: 548,2, MS gef.: 549,01 (M+H)
+
. 















0,25 g (0,59 mmol) des Intermediats 69 und 0,11 g (0,64 mmol) 2,5-Dichlorbenzylamin 
wurden nach Vorschrift C gekoppelt und das Produkt mittels präparativer HPLC aufge-
reinigt. 
Ausbeute: 96 mg (23,5 % der Theorie), weißer Feststoff. 
HPLC: 46,1 % B; DC: Rf 0,90; MS ber.: 582,16, MS gef.: 583,08 (M+H)
+
.  


















70 mg (0,19 mmol) des Intermediats 62 und 84 mg (0,215 mmol) des Intermediats 75 




nigt. Abweichend von der allgemeinen Vorschrift wurde nach Entfernung des Lö-
sungsmittels der Rückstand in MeOH aufgenommen. Nach Zugabe von 10 mol% Pd/C 
wurde der Ansatz unter H2-Atmosphäre für zwei Tage bei Raumtemperatur hydriert. 
Der Katalysator wurde abfiltriert und das Lösungsmittel im Vakuum entfernt. Das Pro-
dukt wurde mittels präparativer HPLC gereinigt und aus 80 % tert.-Butanol lyophili-
siert. 
Ausbeute: 25,4 g (31,6 % der Theorie), weißer Feststoff. 
HPLC: 32,4 % B; DC: Rf 0,87; MS ber.: 630,29, MS gef.: 631,29 (M+H)
+
.  


















30 mg (0,045 mmol) des Inhibitors MI-0375 wurden nach Vorschrift H behandelt. Das 
Produkt wurde mittels präparativer HPLC gereinigt und aus 80 % tert.-Butanol lyophili-
siert. 
Ausbeute: 3,8 mg (5,06 % der Theorie), weißer Feststoff. 
HPLC: 23,7 % B; DC: Rf 0,70; MS ber.: 574,23, MS gef.: 575,27 (M+H)
+
. 















0,25 g (0,59 mmol) des Intermediats 63 und 90 mg (0,64 mmol) des Intermediats 77 
wurden nach Vorschrift C gekoppelt und das Produkt mittels präparativer HPLC aufge-
reinigt. 
Ausbeute: 0,11 g (22,6 % der Theorie), weißer Feststoff. 






















0,25 g (0,59 mmol) des Intermediats 63 und 90 mg (0,64 mmol) des Intermediats 76 
wurden nach Vorschrift C gekoppelt und das Produkt mittels präparativer HPLC aufge-
reinigt. 
Ausbeute: 0,11 g (28,2 % der Theorie), weißer Feststoff. 
HPLC: 27,4 % B; DC: Rf 0,85; MS ber.: 558,27, MS gef.: 559,3 (M+H)
+
. 















76,5 mg (0,21 mmol) des Intermediats 63 und 0,1 g (0,19 mmol) des Intermediats 79 
wurden nach Vorschrift C gekoppelt und das Produkt mittels präparativer HPLC aufge-
reinigt. 
Ausbeute: 33,3 mg (20,9 % der Theorie), weißer Feststoff. 
HPLC: 31,1 % B; DC: Rf 0,87; MS ber.: 606,27, MS gef.: 607,29 (M+H)
+
.  















84,3 mg (0,23 mmol) des Intermediats 63 und 0,1 g (0,21 mmol) des Intermediats 81 
wurden nach Vorschrift C gekoppelt und das Produkt mittels präparativer HPLC aufge-
reinigt. 
Ausbeute: 31,6 mg (19,1 % der Theorie), weißer Feststoff. 






















86,8 mg (0,24 mmol) des Intermediats 63 und 0,1 g (0,22 mmol) des Intermediats 80 
wurden nach Vorschrift C gekoppelt und das Produkt mittels präparativer HPLC aufge-
reinigt. 
Ausbeute: 27,7 mg (16,7 % der Theorie), weißer Feststoff. 
HPLC: 25,7 % B; DC: Rf 0,83; MS ber.: 544,26, MS gef.: 273,26 (M+2H)
++
 /2.  















0,11 g (0,29 mmol) des Intermediats 63 und 0,15 g (0,29 mmol) des Intermediats 78 
wurden nach Vorschrift C gekoppelt und das Produkt mittels präparativer HPLC aufge-
reinigt. 
Ausbeute: 31 mg (13,0 % der Theorie), weißer Feststoff. 
HPLC: 29,7 % B; DC: Rf 0,85; MS ber.: 572,29, MS gef.: 287,25 (M+2H)
++ 
/2.  








H2N NH2  
23 mg (0,042 mmol) des Intermediats 52 wurden in 15 mL ACN gelöst, mit sechs 
Äquivalenten Hydrazinhydrat versetzt und drei Stunden bei Raumtemperatur gerührt. 
Das Lösungsmittel wurde im Vakuum entfernt und der Ansatz mittels präparativer 
HPLC aufgereinigt. Das Produkt wurde aus 80 % tert.-Butanol lyophilisiert.  
Ausbeute: 11 mg (54,6 % der Theorie), weißer Feststoff. 














0,7 g (3,3 mmol) des Intermediats 15 wurden nach Vorschrift B umgesetzt. 
Ausbeute: 0,58 g (46 % der Theorie), weißer Feststoff. 











0,87 g (3,3 mmol) des Intermediats 18 wurden nach Vorschrift B umgesetzt. 
Ausbeute: 0,80 g (56 % der Theorie), weißer Feststoff. 
















0,39 g (1,14 mmol) des Intermediats 25 wurden nach Vorschrift B umgesetzt. 
Ausbeute: 0,40 g (52 % der Theorie), weißer Feststoff. 

















0,30 g (0,86 mmol) des Intermediats 26 wurden nach Vorschrift B umgesetzt. 






















0,60 g (1,73 mmol) des Intermediats 24 wurden nach Vorschrift B umgesetzt. 
Ausbeute: 0,47 g (40 % der Theorie), weißer Feststoff. 












0,465 g (2,0 mmol) des Intermediats 19 wurden nach Vorschrift B umgesetzt. 
Ausbeute: 0,28 g (35 % der Theorie), weißer Feststoff. 












0,30 g (1,07 mmol) des Intermediats 20 wurden nach Vorschrift B umgesetzt. 
Ausbeute: 0,32 g (67 % der Theorie), weißer Feststoff. 












0,57 g (2,34 mmol) des Intermediats 21 wurden nach Vorschrift B umgesetzt. 
Ausbeute: 0,33 g (34 % der Theorie), weißer Feststoff. 
















0,43 g (entsprechend maximal 1,19 mmol) des Intermediats 22 wurden nach Vorschrift 
B umgesetzt. 
Ausbeute: 0,48 g (87,9 % der Theorie), weißer Feststoff. 












0,48 g (entsprechend maximal 1,34 mmol) des Intermediats 23 wurden nach Vorschrift 
B umgesetzt. 
Ausbeute: 0,29 g (48,5 % der Theorie), weißer Feststoff. 
HPLC: 49,4 % B; DC: Rf 0,90; MS ber.: 336,05, MS gef.: 337,0 (M+H)
+
.  









0,33 g (1,41 mmol) des Intermediats 14 wurden nach Vorschrift B umgesetzt. 
Ausbeute: 0,21 g (38 % der Theorie), weißer Feststoff. 
HPLC: 42,6 % B; DC: Rf 0,89; MS ber.: 293,13, MS gef.: 294,1 (M+H)
+
.  









0,36 g (1,40 mmol) des Intermediats 17 wurden nach Vorschrift B umgesetzt. 
Ausbeute: 0,32 g (55 % der Theorie), weißer Feststoff. 















H2N NH2  
86 mg (0,15 mmol) des Intermediats 53 (Rohprodukt) wurden in 15 mL ACN gelöst, 
mit sechs Äquivalenten Hydrazinhydrat versetzt und drei Stunden bei Raumtemperatur 
gerührt. Das Lösungsmittel wurde im Vakuum entfernt und der Ansatz mittels präpara-
tiver HPLC aufgereinigt. Das Produkt wurde aus 80 % tert.-Butanol lyophilisiert. 
Ausbeute: 15 mg (16 % der Theorie), weißer Feststoff. 
HPLC: 43,3 % B; DC: Rf 0,89; MS ber.: 493,21, MS gef.: 494,3 (M+H)
+
.  









86 mg (0,15 mmol) des Intermediats 53 (Rohprodukt) wurden in 15 mL ACN gelöst, 
mit sechs Äquivalenten Ammoniak in EtOH (2 M) versetzt und drei Stunden bei Raum-
temperatur gerührt. Das Lösungsmittel wurde im Vakuum entfernt und der Ansatz mit-
tels präparativer HPLC aufgereinigt. Das Produkt wurde aus 80 % tert.-Butanol lyophi-
lisiert. 
Ausbeute: 25 mg (28 % der Theorie), weißer Feststoff. 










0,11 g (0,42 mmol) des Intermediats 16 wurden nach Vorschrift B umgesetzt. 
Ausbeute: 40 mg (38 % der Theorie), weißer Feststoff. 
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